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内 容 提要 

全 书 分 11 章 ， 分 别 对 染色 体 结 构 、DNA 的 复制 形式 与 特点 、DNA 
的 转 嵌 。 遗传 密码 的 破译 、 和 蛋白 质 的 合成 和 运转 、 基 因 表 达 调 控 和 的 原理 、 
冶 症 与 痛 基 因 活 化 、 免 商号 陷 病 毒 ( HIV ) 的 分 子 机 制 等 现代 分 子 生物 学 
基本 问题 做 了 全 面 系统 的 分 析 ， 其 中 第 3、4 两 前 回 题 了 从 DNA 到 RNA 
以 及 从 mRNA 到 汪 白 质 的 生物 信息 流 , 第 7.8 两 章 分 别 叙 述 了 参与 原核 、 
真 核 细胞 基因 表达 调控 的 各 种 元 件 , 探讨 了 DNA 甲 基 化 . 蛋白 质 磷酸 化 、 
乙酰 化 修饰 及 各 种 不 同 环境 因子 对 基因 活性 和 功能 的 影响 ,第 9，10 两 
介 集 中 讨论 了 疾病 与 人 类 健康 、 基因 与 发 育 等 重要 生命 现象 的 分 子 生物 
学 基础 ,第 11 章 讨 论 了 基因 组 学 与 比较 基因 组 学 的 最 新 研究 成 果 。 此 外 ， 
本 书 还 在 第 5、6 两 般 效 述 了 藉 术 的 分 子 生物 学 实验 的 技术 和 原理 。 本 书 
可 供 全 国 高 等 院 校生 物 科 学 和 生物 技术 专业 的 教师 和 学 生 使 用 ， 也 可 作 
为 相关 专业 研究 人 员 的 参考 书 。 
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当 你 进入 实验 室 时 ， 

要 像 脱 去 外 衣 那 样 放 下 你 的 想象 力 ， 
因为 实验 操作 中 不 能 有 一 丁点 儿 的 想象 ， 
否则 ， 

你 对 事物 的 观察 就 会 受 影响 ; 

当 你 翻 开 书 本 的 时 候 ， 

你 又 必须 尽 可 能 展开 想象 的 “翅膀 ”， 
否则 ， 

你 就 不 可 能 走 在 别人 的 前 面 。 





E 要 作者 简介 


朱玉 贤 ， 男 ， 中 国 科 学 院 院士 ， 北 京 大 学 教授 、 博 士 生 导师 ， 淖 白质 与 植物 
基因 研究 国家 重点 实验 室 主 任 。1989 年 12 月 在 美国 康 余 尔 大 学 获得 博士 学 位 





先后 在 美国 华盛顿 大 学 和 北京 大 学 从 事 博士 后 研究 


1997 年 获得 


国家 自然 科学 





某 金 委 “ 杰 出 青年 科学 基金 ”资助 ，2001 年 获 教育 部 “长 江 特 聘 教授 ”称号 ， 
2003 一 2009 年 担任 国家 自然 科学 基金 委 “ 创 新 研究 群体 ”主持 人 。 主 持 多 项 国 
家 级 科研 项 目 。 除 《现代 分 子 生 物 学 了》 外 ， 还 著 有 《分 子 生物 学 实验 技术 》， 详 


有 《PCR 传奇 》 和 《细胞 的 起 源 》 





第 4 版 前 言 


大 约 在 1965 年 ,已 故 领袖 毛泽东 主席 发 表 了 一 首 题 为 《 重 上 井冈 山 》 的 诗 , 其 中 有 一 
句 是 ,三 十 八 年 过 去 ,弹指 一 挥 间 "。 当 时 我 只 是 个 十 来 岁 的 孩子 ,死活 不 能 理解 这 句 话 ， 
弹 了 多 少 遍 指头 ,自己 仍然 只 是 一 个 三 年 级 的 小 学 生 ! 暴 倒 ! ! 看 起 来 ,时 间 这 个 东西 ， 
只 有 过 来 人 才能 理解 。 所 以 ,我 敢 说 , 写 出 “ 逝 者 如 斯 夫 ” 一 一 用 滔滔 不 绝 的 河水 来 形容 
时 间 转 瞬 即 逝 一 一 以 及 总 结 出 “光阴 似 箭 , 日 月 如 梭 " 俗语 的 可 能 都 是 老年 人 。 是 啊 , 一 
肯 眼 的 功夫 ,又 是 五 年 ,又 要 修订 再 版 (现代 分 子 生 物 学 了》 这 本 书 了 ,否则 ,我 的 学 生 会 被 
归 入 “ 念 20 年 前 写 的 教材 ,毕业 要 设计 iPhone" 一 族 。 看 起 来 , 谁 都 不 容易 ! 


记得 我 在 "第 3 版 前 言 " 中 用 了 一 多 半 的 篇 幅 来 凌 乓 科学 发 展 给 环境 给 地 球 母 亲 带 
来 的 伤害 ,出 版 社 的 编辑 嫌 我 多 事 , 而 且 好 像 还 有 点 不 务 正 业 , 想 让 我 把 这 部 分 删 去 ,我 坚 
持 不 让 。 理 由 很 简单 :作为 一 个 学 者 ,我 的 文字 全 都 贡献 给 自然 科学 研究 了 , 除 科研 论文 
和 极 少量 的 科普 文章 之 外 ,没有 其 他 著述 -。“ 前 言 " 是 我 跟 我 的 学 生 思 想 交 流 的 主要 或 者 
唯一 渠道 ,我 想 借 此 说 一 些 课堂 上 不 能 或 者 不 愿 说 的 话 , 说 些 我 对 自然 科学 以 外 的 认 知 。 
如 果 碰 巧 其 中 的 某 些 观 点 能 被 我 的 学 生 接 受 ,成 为 他 们 世界 观 、 人 生 观 的 一 部 分 , 那 就 是 
我 的 额外 收获 。 如 果 学 生 们 不 同意 我 的 看 法 , 跳 过 “前 言 "就 可 以 了 ,反正 这 几 页 纸 上 的 
内 容 永远 不 会 考试 。 


人 类 其 实处 于 远 比 我 们 能 想象 的 更 大 的 危险 之 中 。 首 先 ,因为 “人 ”处 于 自然 界 食物 
链 的 最 高 端 , 没有 天 敌 能 与 我 们 相 抗衡 ,到 目前 为 止 , 人 类 是 这 个 世界 上 最 贪得无厌 、 不 懂 
节制 的 生物 ,几乎 可 以 在 自然 界 为 所 欲 为 而 不 受制 裁 。 我 们 永远 追求 更 大 更 豪华 装修 的 
住房 ,更 好 更 精致 的 美食 ,更 快 更 强大 功率 的 豪 车 , 修 更 宽 更 长 的 高 速 公路 或 铁路 。 予 取 
予 求 ,完全 从 人 类 或 者 某 个 国家 , 某 个 地 区 、 某 个 族群 某 些 个 体 的 利益 出 发 ,很 少 甚至 根 
本 不 考虑 大 自然 的 承受 能 力 。 根 据 欧盟 的 统计 ,为 了 长 期 维持 地 球 表 面 宜 居 生 态 环境 ,人 
类 将 至 少 为 投放 到 耕地 上 的 每 千克 氮肥 付出 两 倍 当量 的 能 源 ! 


其 次 ,人 类 将 生育 高 峰 期 选择 在 20 至 30 多 岁 之 间 , 是 个 体 体力 发 育 最 强大 的 阶段 ， 
明显 有 利于 保证 后 代 体格 强壮 ,在 简单 的 弱肉强食 的 竞争 中 生存 下 来 。 但 是 ,人 类 社会 发 
展 到 现 阶段 ,智力 ,智商 及 受 教育 程度 比拼 已 经 成 为 生存 竞争 中 的 不 二 法 门 ,导致 年 轻 而 
自身 智力 尚未 健全 、 阅 历 更 显 不 足 的 父母 亲 在 培养 下 一 代 的 过 程 中 完全 迷失 方向 ,大 多 在 
根本 没有 教会 孩子 最 基本 的 生存 生活 技能 的 情况 下 就 英明 其 妙 地 开始 了 “不 让 孩子 输 在 
起 跑 线 上 ”的 智力 游戏 。 而 且 ,培养 下 一 代 这 个 试验 不 能 多 次 重复 (表面 上 看 是 国家 不 让 ， 


其 实 是 自然 界 不 让 ), 因 为 人 类 不 可 能 像 大 多 数 动物 和 昆虫 那样 生 一 堆 小 册子 ,再 通过 自 
然 界 优胜 劣 汰 、 适 者 生存 的 规律 传 下 去 。 所 以 ,从 根本 上 说 ,人 类 还 无 法 搞定 下 一 代 培 养 
这 个 盲区 。 


第 三 ,不 同 利益 群体 之 间 的 无 序 竞争 。 在 人 类 社会 , 卖 钙 的 一 定 会 说 人 人 都 缺 钙 , 卖 
锌 的 会 说 人 人 都 缺 锌 , 造 三 聚 氰 胺 的 会 忽悠 说 能 轻松 搞定 含 氮 量 不 足 的 问题 。 即 使 像 “ 微 
软 ”、“ 苹 果 "” 这 样 的 大 企业 ,他 们 开发 WINDOWS 或 “iPhone” 等 产品 绝 不 是 为 了 人 类 社 
会 的 进步 ,而 是 为 了 赚 到 更 多 的 钱 ! 至 于 电脑 手机 游戏 有 可 能 给 人 类 社会 带 来 多 大 的 副 
作用 ,是 否 导致 “孤独 症 ”" 和 “ 伪 尸 小 孩 "数量 猛 增 ,是 否 会 进一步 演变 成 不 可 逆转 的 社会 
问题 ,他 们 不 在 乎 .不 关心 。 人 类 社会 的 每 一 个 成 员 如 果 不 能 每 时 每 刻 都 保持 专业 级 别 的 
警惕 性 , 那 就 只 能 上 当 受 骗 付 学 费 。 


绕 来 绕 去 说 了 这 么 多 ,其 实 是 想 告诉 同学 们 ,生活 和 学 习 一 样 ,到 处 都 是 几乎 没有 答 
案 的 难题 。 一 定 要 多 思考 ,多 角度 深入 思考 ,多 问 些 为 什么 ? 青年 女 作家 乔 叶 在 一 篇 散文 
中 写 道 :“ 和 鲁迅 文学 院 “小 说 ' 课 的 导师 曾 跟 她 们 说 ,中 国 的 小 说 家 除了 缺少 细节 ,还 缺少 
眼光 和 视野 ,缺少 多 端 层 异 的 看 问题 的 角度 。 我 们 之 所 以 看 得 不 清楚 \ 不 深入 , 那 是 因为 
我 们 根本 没有 认真 看 ,没有 认真 观察 ;也 可 能 是 因为 我 们 的 眼光 、 角 度 太 陈旧 狭窄 ,无 论 
是 写 农村 或 是 写 城市 ,都 是 就 事 论 事 。 结 果 呢 ?我 们 的 小 说 是 薄 的 ,因为 我 们 想 事 想 得 
薄 ……” 看 起 来 ,文理 科 确 实 还 是 相通 的 ,都 讲究 广度 和 深度 。 在 这 里 ,广度 主要 指 对 分 
子 生 物 学 整个 学 科 的 了 解 ,做 不 到 这 一 点 ,你 就 不 可 能 有 高 屋 建 领 的 全 局 观 ,你 就 可 能 通 
不 过 考试 这 个 最 基本 的 环节 。 深 度 是 指 你 是 否 对 蛋白 质 、DNA 或 RNA 的 某 个 领域 产生 
了 特殊 的 爱好 ,有 旁人 所 不 及 的 涉 略 。 因 为 ,“ 爱 好 "是 推动 人 生 不 断 进 步 的 原动力 , 没 
有 “爱好 ”, 不 能 尽快 发 掘 出 你 对 某 些 领域 的 特殊 “爱好 ”, 你 的 人 生 之 路 就 很 难 出 彩 。 为 
了 保证 本 书 的 深度 ,这 一 版 吸纳 了 从 事 真 核 基因 表达 调控 及 信号 转 导 研究 的 郭 红 卫 教授 ， 
由 他 主笔 修改 第 8.10 和 11 章 , 相 信 他 的 研究 经 历 会 提高 我 们 在 这 些 方面 的 权威 性 ,给 读 


者 带 来 新 的 感受 。 


2012 年 2 月 26 日 写 于 燕 园 
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我 上 小 学 的 时 候 , 有 一 句 话 特别 风行 ,叫做 "学 好 数理 化 , 走 遍 天 下 都 不 怕 ”! 当然 ， 
这 话 在 “文革 "的 十 年 浩劫 中 与 另 一 句 同 样 广泛 传播 的 但 语 “ 龙 生 龙 , 凤 生 凤 , 老 鼠 生 儿 会 
打 洞 "一 道 受 到 严厉 的 批判 ,前 者 的 罪名 是 “鼓励 走 白 专 道路 ", 后 者 的 罪名 则 是 “宣扬 资 
产 阶级 血统 论 "。 现 在 看 来 ,“ 老 鼠 生 儿 会 打 洞 " 可 能 是 生物 学 上 一 个 永恒 的 命题 ,老鼠 
特有 的 DNA 决定 了 它们 的 本 能 和 生物 学 本 质 。 一 只 老鼠 ,要 是 生 而 不 能 打 洞 , 它 的 生存 
必 将 受到 巨大 的 威胁 ,甚至 不 太 可 能 活着 离开 父母 的 洞穴 。 


确实 ,直到 20 世纪 后 半 叶 ,或 者 大 致 说 直到 整个 20 世纪 结束 以 前 ,世界 上 的 主要 声 
音 都 是 “科学 推动 社会 进步 ,都 认为 科学 (特别 是 自然 科学 ) 是 保证 人 类 社会 长 期 兴旺 发 
达 的 最 强大 的 动力 。 即 使 在 20 世纪 30 至 40 年 代 , 中 国 处 于 军阀 混战 .外 寇 人 侵 . 尸 横 遍 
野 .民不聊生 的 凄惨 境地 ,革命 先驱 们 用 以 唤起 普通 民众 的 口号 仍 是 “ 德 先生 (democracy) 
和 “ 赛 先生 (science)”( 前 者 意 为 “民主 ,后 者 意 为 “科学 ”)。 


但 是 ,对 于 地 球 一 一 我 们 的 母亲 来 说 ,科学 其 实 更 多 地 扮演 了 掠夺 者 、 破 坏 者 的 角色 。 
在 过 去 的 一 二 百年 里 ,科学 得 到 了 突飞猛进 的 大 发 展 ,而 我 们 的 家 园 也 在 这 一 时 期 遭 到 了 
史无前例 的 大 破坏 。 电 能 和 动力 机 车 的 发 明 为 化 石 燃料 的 大 规模 挖掘 利用 葛 定 了 基础 ， 
滚滚 向 前 的 车 轮 .工厂 的 锅炉 以 及 民居 的 取暖 设施 所 释放 的 一 氧化 碳 、 二 氧化 碳 和 二 氧化 
硫 是 导致 全 球 性 气候 变 暖 的 罪魁 祸首 ;炸药 和 稍 后 发 现 的 核 裂 变 , 核 聚变 理论 则 成 为 战争 
狂人 征服 世界 的 工具 。 虽 说 没有 科学 做 后 盾 , 一 根 一 棒 一刀 一 石 也 能 杀人 ,也 能 演变 成 
战争 ,但 肯定 不 至 于 像 现 在 这 样 动 辑 多 少 万 吨 级 的 炸药 , 炸 你 个 遍地 开花 ( ! ) 没 商量。 此 
外 ,化 肥 农药 .塑料 制品 等 数不胜数 的 科技 成 果 在 拓展 人 类 生存 空间 .创造 经 济 效益 和 生 
活 便利 的 同时 ,也 以 令 人 难以 置信 的 速度 污染 着 环境 ,在 不 经 意 间 剥 村 了 子孙 后 代 生存 繁 
衍 的 机 会 。 


若干 年 前 。 我 曾 应 邀 参加 美国 某 著名 大 学 举办 的 一 次 学 术 年 会 ,有 学 者 报告 指出 ,对 
地 球 生 物 圈 而 言 ,一 共 只 有 三 类 物种 :植物 ,微生物 和 其 他 。 不 幸 得 很 ,人 类 ,骄傲 的 人 类 ， 
只 能 归属 到 "其 他 "一 族 。 当 时 我 备 觉 收 然 。 现 在 想起 来 ,这 个 划分 虽然 有 以 偏 概 全 之 嫌 ， 
但 确实 有 深层 次 的 含义 。 因 为 我 们 对 地 球 基本 没有 正 向 的 贡献 ,没有 给 予 , 只 有 索取 ,无 
穷 无 尽 的 索取 。 在 人 类 历史 的 长 河中 ,我 们 追求 从 “必然 王国 "向 “自由 王国 "的 进步 , 吹 
咕 如 何 “ 认 识 世 界 ”、“ 改 造 世 界 ", 其 目的 却 似 乎 永远 只 有 一 个 :把 地 球 改 造 得 更 适合 人 
类 居住 和 生活 ,顺便 把 废水 和 垃圾 杂 物 或 公开 或 悄悄 地 投入 大 江 大 海 ,山沟 寿 另 里 ,很 少 


意识 到 应 该 为 地 球 ,为 我 们 生存 的 大 环境 做 些 什么 。 


或 许 有 人 说 ,21 世纪 是 生命 科学 的 世纪 。 因 为 ,数学 .物理 学 等 实证 科学 (exact 
science) 的 进步 不 但 带 来 了 人 类 社会 的 物质 文明 ,也 带 来 了 人 口 膨 胀 .环境 污染 .疾病 独 
铬 ,能 源 资源 匮乏 .生态 平衡 破坏 等 一 系列 前 人 所 没有 预料 到 的 问题 ,而 生命 科学 有 可 能 
成 为 解决 这 些 问题 的 突破 口 。 从 20 世纪 下 半 叶 开始 ,人 类 社会 已 经 从 崇尚 实证 科学 逐步 
转变 为 注重 分 析 科 学 (analytical science, 包 括 生物 学 计算机、 信息 科学 .材料 科学 和 环境 、 
生态 资源 保护 等 研究 ) 和 人 文科 学 ,强调 “和 谐 社 会 ”( 这 里 首先 指 人 与 地 球 大 环境 的 和 
谐 )。 没 有 这 个 “和 谐 ", 人 类 社会 的 可 持续 发 展 就 可 能 成 为 泡影 。 


基于 上 述 思考 ,本 书 在 第 3 版 修订 中 突出 强调 了 分 子 生 物 学 的 实验 技术 和 原理 ,在 
“疾病 与 人 类 健康 "一 章 中 增加 了 关于 人 禽 流感 和 严重 急性 呼吸 系统 综合 征 (SARS) 分 子 
机 制 的 讨论 。 根 据 学 科 发 展 的 最 新 动态 ,对 第 11 章 ( 原 第 10 章 ) "基因 组 与 比较 基因 组 学 ” 
做 了 较 大 规模 的 修改 和 充实 。 考虑 到 最 近 十 多 年 来 RNA 研究 持续 升温 ,这 一 版 增加 了 主 
要 从 事 RNA 研究 的 郑 晓 峰 为 第 三 作者 ,由 她 负责 对 第 2 ~ 4 章 进 行 修改 。 李 孝 仍 然 负责 
与 疾病 和 发 育 相关 的 第 9 ~ 10 章 。 全 书 其 他 章节 的 修改 均 由 朱玉 贤 完成 。 


要 真正 学 好 、 弄 懂 分 子 生物 学 这 门 重要 的 实验 科学 ,除了 在 书本 上 下 工夫 ,理解 并 掌 
握 其 基本 规律 之 外 ,一 定 要 善于 跟踪 和 研究 最 新 的 科技 文献 ,因为 这 些 新 发 现 .新 进展 往 
往 对 于 诠释 学 习 中 碰 到 的 疑难 问题 有 着 举一反三 ,画龙点睛 的 作用 。 此 外 ,实验 操作 是 掌 
握 分 子 生物 学 精髓 的 主要 途径 ,经 常 动手 做 实验 或 设计 一 些 新 的 实验 程序 ,往往 能 起 到 事 
半 功 倍 的 效果 。 和 希望 读者 ,特别 是 广大 青年 学 生 ,逐步 拥有 新 的 科学 意识 ,在 追求 科学 真 
理 ,实现 远大 抱负 、“ 不 怕 " 面 对 人 生 之 旅 的 同时 ,学 会 “ 换 位 思考 ", 用 尊敬 .崇尚 和 感恩 
的 眼光 看 待 大 自然 ,让 地 球 母亲 在 科学 的 呵护 下 生生 不 息 ! 只 有 这 样 , 科 学 才能 不 断 得 
到 发 扬 光 大 ! 


朱玉 贤 
2007 年 2 月 17 日 写 于 燕 园 


第 3 版 前 言 


分 子 生物 学 (Molecular Biology) 是 研究 核酸 等 生物 大 分 子 的 功能 ,形态 结构 特征 及 其 
重要 性 和 规律 性 的 科学 ,是 人 类 从 分 子 水 平 上 真正 揭示 生物 世界 的 奥秘 ,由 被 动 地 适应 自 
然 界 转向 主动 地 改造 和 重组 自然 界 的 基础 学 科 。 因 为 分 子 生 物 学 所 关心 的 既 不 是 存在 于 
生物 体内 的 每 一 种 分 子 , 也 不 是 每 一 种 大 分 子 , 它 所 关心 的 主要 是 核酸 在 细胞 生命 过 程 中 
的 作用 ,包括 核酸 本 身 的 复制 .保存 以 及 基因 (核酸 大 分 子 中 最 基本 的 功能 单位 ) 的 表达 与 
调控 规律 ,所 以 ,这 门 学 科 其 实 应 该 被 叫做 核酸 生物 学 (Biology of Nucleic Acid)。 当 年 的 
学 者 们 为 了 图 省 事 或 者 图 新 鲜 , 就 发 明了 现在 这 个 名 词 。 尽 管 不 十 分 贴切 , 却 是 言 简 意 赎 ， 
容易 被 接受 和 传播 ,非常 符合 新 兴 大 众 传媒 学 的 口味 。 一 旦 被 炮制 出 来 ,这 个 学 科 名 就 不 
肥 而 走 , 深 入 人 心 , 再 也 无 法 改变 了 。 


追根 寻 源 ,分 子 生物 学 研究 可 能 起 源 于 德国 。1869 年 , Miescher 首次 从 莱茵 河 钙 鱼 
精子 中 提取 了 DNA。1910 年 ,Kossel 第 一 次 分 离 获 得 单 核 苷 酸 , 揭 开 了 核酸 研究 的 序幕 。 
可 以 把 这 短 短 的 130 多 年 大 致 分 为 前 后 两 个 时 期 。1940 年 以 前 属于 葛 基 阶段 ,通过 孟 德 
尔 、 摩 尔 根 等 人 的 努力 ,科学 家 开始 认识 生命 遗传 的 分 子 基础 。1940 年 以 后 ,在 Griffith 与 
Avery 等 人 关于 非 致 病菌 发 生 遗 传 转化 的 实验 、 Hershey 与 Chase 证 实 DNA 是 遗传 物质 的 
实验 基础 上 ,Watson 和 Crick 提出 了 DNA 反 向 平行 双 螺旋 的 结构 模型 ,Jacob 和 Monod 则 
提出 了 阐明 原核 基因 表达 调控 的 操纵 子 学 说 , 分子 生物 学 迅速 进入 了 大 发 展 时 期 。 时 至 
今日 ,这 一 学 科 已 经 成 为 全 世界 生命 科学 万 至 整个 自然 科学 的 主流 ,因为 只 有 用 分 子 手段 
才能 研究 和 解答 生命 科学 每 一 个 分 支 中 的 根本 性 问题 ,使 人 类 掌握 主动 改造 自然 界 的 利 
剑 , 迎 来 生物 学 研究 的 新 时 代 。 


1991 年 ,本 书 的 主要 作者 朱玉 贤 回 国 时 ,国内 尚 无 系统 性 的 分 子 生物 学 教材 。 那 时 ， 
我 国 高 校 中 还 存在 是 否 应 为 本 科 生 开设 “分 子 生物 学 " 课程 的 争论 。 但 是 ,世界 上 大 多 数 
发 达 国 家 的 大 学 里 已 经 有 了 这 门 课 程 。 作 者 相信 ,有 必要 用 现代 生物 学 研究 中 最 先进 、 最 
精彩 的 知识 和 技术 来 武装 自己 的 学 生 , 以 帮助 他 们 从 分 子 水平 上 认识 生命 的 本 质 ,为 毕业 
后 参与 尖端 科学 研究 创造 条 件 。 为 此 ,我 们 决定 写 一 本 能 综合 生命 科学 在 分 子 水 平 上 所 
取得 的 研究 成 果 、 所 发 现 的 基本 规律 与 原理 .所 提供 的 新 思维 、 新 方法 的 教科 书 , 为 培养 分 
子 生 物 学 专业 人 才 并 规范 我 国 的 研究 生 人 学 考试 打 基础 。 


1997 年 ,《 现 代 分 子 生物 学 》 第 一 次 出 版 发 行 。 北 京 大 学 根据 国家 教委 的 文件 精神 
举办 了 第 一 届 全 国 “ 现 代 分 子 生 物 学 教学 研讨 会 ,包括 北京 大 学 清华 大 学 .复旦 大 学 、 


中 山大 学 ,南京 大 学 ,南开 大 学 和 中 国 科技 大 学 等 全 国 重 点 院 校 在 内 的 30 多 所 高 校 派 出 
45 名 骨干 教师 参加 了 研讨 会 - 会 议 除 交 流 现代 分 子 生物 学 课程 的 教学 方法 ,切磋 教学 经 
验 之 外 ,重点 讨论 了 现代 分 子 生物 学 的 教学 大 纲 和 范畴 ,讨论 了 以 《现代 分 子 生 物 学 为 
基本 教材 进行 本 科 生 和 研究 生 教学 的 可 行 性 。 到 2001 年 ,本 书 已 连续 重印 6 次 ,发 行 4 
万 余 册 ,成 为 国内 许多 高 等 院 校本 科 生 或 研究 生 的 主要 教材 。 台 湾 艺 轩 图 书 出 版 社 还 在 
台湾 和 香港 两 地 发 行 了 繁体 字 版 本 ,扩大 了 本 教科 书 在 世界 上 的 影响 。 根 据 研讨 会 的 精 
神 ,《 现 代 分 子 生物 学 》 第 2 版 增加 了 果 蝇 体 节 发 育 , 瘤 证 和 艾滋 病 的 发 生发 展 等 内 容 ， 
删 去 了 第 一 版 中 有 关 植 物 分 子 生物 学 的 大 部 分 章节 。 新 版 本 仍然 分 为 十 章 ,分 别 对 染色 
体 结构 .DNA 的 复制 形式 与 特点 .DNA 的 转 座 、 遗 传 密码 的 破译 、 蛋 白质 的 合成 和 运转 、 基 
因 表 达 调 控 的 原理 ,癌症 与 癌 基 因 活 化 、 免 疫 缺 陷 病毒 (HIV) 的 分 子 机 制 等 重大 问题 作 了 
全 面 系统 的 分 析 , 其 中 第 三 至 九 章 以 较 大 篇 幅 氢 述 了 参与 原核 , 真 核 细胞 基因 表达 调控 的 
各 种 元 件 ,探讨 了 DNA 甲 基 化 、 蛋 白质 磷酸 化 及 各 种 不 同 环境 因子 对 基因 活性 和 基因 功 
能 的 影响 ,第 十 章 则 讨论 了 基因 组 学 与 比较 基因 组 学 研究 的 最 新 成 果 。 


虽然 我 们 在 这 次 修订 过 程 中 力求 全 面 、 完 整地 反映 分 子 生 物 学 各 领域 的 最 新 进展 ,但 
面 对 浩如烟海 的 文献 资料 ,加 上 作者 本 人 的 水 平和 能 力 有 限 , 归 纳 成 书后 疏漏 及 错误 之 处 
肯定 不 少 , 马 切 希望 读者 批评 指正 。 我 们 将 在 教学 研究 的 过 程 中 不 断 修正 并 完善 本 教材 ， 
使 之 成 为 广大 青年 学 生成 长 道路 上 的 伴侣 和 助手 。 


朱玉 贤 
2002 年 2 月 15 日 写 于 北大 蓝 旗 营 


第 2 版 前 言 


第 1 版 序言 


本 世纪 初 以 来 ,生命 科学 所 取得 的 巨大 成 就 和 进步 。 不 但 使 生物 学 这 门 古 老 的 学 科 
焕发 了 青春 ,也 使 它 在 自然 科学 中 的 地 位 发 生 了 革命 性 的 变化 。 同 时 ,生物 学 革命 也 为 物 
理学 .数学 .化 学 .信息 科学 ,材料 与 工程 科学 注 人 了 大 量 新 鲜血 液 。 提 出 了 数不胜数 的 
新 问题 .新 概念 和 新 思路 。 它 在 各 个 科学 之 间 广 泛 渗透 ,相互 交叉 ,相互 作用 , 极 大 地 推 
动 了 科学 的 发 展 。 种 种 迹象 表明 ,生物 学 已 经 成 为 带头 学 科 之 一 ,领导 着 世界 科技 大 军 
走向 2000 年 。 


可 以 说 ,任何 自然 科学 研究 都 没有 比 人 类 彻底 认识 自己 ,了 解 自己 , 找 出 解决 自身 所 
面临 的 人 口 膨胀 ,粮食 短缺 .环境 污染 .疾病 猩 狐 .能源 资 源 匮乏 .生态 平衡 被 破坏 及 生物 
物种 消亡 等 一 系列 问题 更 为 重要 ,更 为 迫切 ,也 更 具有 吸引 力 。 加 强生 物 学 研究 ,从 分 子 
水 平 、 细 胞 水 平 .个体 和 群体 水 平等 不 同 层次 深入 探索 生命 与 自然 的 奥秘 ,全 面 改造 和 改 
良 我 们 的 生存 环境 与 生存 质量 ,正在 日 益 成 为 千 百 万 有 识 之 士 的 共同 愿望 ,成 为 历史 的 潮 
流 。 分 子 生 物 学 作为 生物 学 科 最 新 兴 ,最 具 活力 的 科学 ,在 推动 我 国 科学 事业 的 发 展 . 推 
动 生物 工程 产业 的 崛起 ,推动 国民 经 济 持续 高 速 发 展 等 方面 均 有 着 举足轻重 的 影响 。 


落后 就 要 挨打 ,就 要 受 人 宰割 。 没 有 强大 的 分 子 生物 学 基础 研究 ,我 们 就 不 可 能 在 
生物 工程 这 个 21 世纪 的 龙头 产业 中 占有 一 席 之 地 ,就 不 可 能 与 世界 列强 平等 对 话 。 知 识 
就 是 力量 :就 是 财富 ! 谁 拥有 了 先进 的 科学 技术 , 谁 就 拥有 了 在 世界 上 立 于 不 败 之 地 的 法 
宝 。 囊 心地 祝愿 我 国 的 科学 教育 事业 乘 改 革 开放 之 强劲 东风 ,路 马 扬 鞠 自 奋 蹄 ,以 更 快 的 
速度 向 更 高 更 新 的 目标 前 进 ! 衷心 地 希望 《现代 分 子 生 物 学 ) 能 成 为 广大 青年 学 生 和 科 


技工 作者 迈 向 分 子 生 物 学 砍 堂 的 钥 是 和 助手 ! 
$s 


1995 年 10 月 5 日 
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第 1 章 绪 论 


1.1 引言 

1.1.1 创 世 说 与 进化 论 

1.1.2 ”细胞 学 说 

1.1.3 ”经 典 生物 化 学 和 遗传 学 

1.1.4 ”DNA 的 发 现 与 基因 学 说 的 创立 
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1.2 分 于 生物 学 简 中 

1.3 分子 生物 学 主要 研究 内 容 

1.3.1 重组 DNA 技术 (基因 工程 ) 

1.3.2 ”基因 表达 调控 研究 

1.3.3 ”生物 大 分 子 的 结构 功能 研究 (结构 分 子 生物 学 ) 
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1.4 展望 


第 2 章 染色 体 与 DNA 


2.1 染色 体 

2.1.1 染色 体 概述 

2.1.2 ” 真 核 细 胞 染色 体 的 组 成 
2.1.3 ”原核 生物 基因 组 

2.2 DNA 的 结构 

2.2.1 DNA 的 一 级 结构 

2.2.2 DNA 的 二 级 结构 

2.2.3 DNA 的 高 级 结构 

2.3 DNA 的 复制 

2.3.1 DNA 的 半 保 留 复 制 
2.3.2 ”DNA 复制 的 一 些 基 本 概念 
2.3.3 DNA 复制 的 几 种 主要 方式 
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061 
061 
061 
062 
062 
063 
064 
065 
066 
066 
067 
069 
070 


071 


073 
073 
073 
074 
074 
074 
075 
077 
078 
081 
081 
083 


24 ”原核 生物 和 直 核 生物 DNA 复制 的 特点 
2.4.1 原核 生物 DNA 复制 的 特点 
2.4.2 真 核 生物 DNA 复制 的 特点 
2.4.3 ”DNA 复制 的 调控 

2.5 ”DNA 的 修复 
2.5.1 错 配 修复 
2.5.2 ”切除 修复 
2.5.3 重组 修复 
2.5.4 ”DNA 的 直接 修复 
2.5.5 SOS 反应 

2.6 DNA 的 转 座 
2.6.1 转 座 子 的 分 类 和 结构 特征 
2.6.2 真 核 生物 中 的 转 座 子 
2.6.3” 转 座 作 用 的 机 制 
2.6.4” 转 座 作用 的 遗传 学 效应 

2.7 SNP 的 理论 与 点 用 
2.7.1 SNP 概述 
2.7.2 ”SNP 的 检测 技术 
2.7.3 SNP 的 应 用 


时 题 


bn 


ox 


第 3 章 生物 信息 的 传递 (上 ) 
一 一 从 DNA 到 RNA 


3.1 RNA 的 结构 .分 类 和 功能 
3.1.1 RNA 的 结构 特点 
3.1.2 RNA 在 细胞 中 的 分 布 
3.1.3 RNA 的 功能 

3.2 RNA 转录 的 基本 过 程 
3.2.1 模板 识别 
3.2.2 ”转录 起 始 
3.2.3 ”转录 延伸 
3.2.4 ”转录 终止 

33 ”转录 机 器 的 主 变 成 分 一 一 RNA 聚合 酶 
3.3.1 原核 生物 RNA 聚合 酶 
3.3.2 真 核 生物 RNA 聚合 酶 

34 启动 子 与 转录 起 始 


112 
113 


115 


3.4.1 启动 子 区 的 基本 结构 
3.4.2 启动 子 区 的 识别 
3.4.3 RNA 聚合 酶 与 启动 子 区 的 结 台 
3.4.4 -10 区 与 -35 区 的 最 佳 间距 
3.4.5 增强 子 及 其 功能 
3.4.6 真 核 生 物 启动 子 对 转录 的 影响 
3.4.7 ”转录 的 抑制 
3.5 原核 生物 与 真 核 生物 转录 产物 比较 
3.6 原核 生物 与 鼻 核 生物 mRNA 的 特征 比较 
3.6.1 ”原核 生物 mRNA 的 特征 
3.6.2 真 核 生 物 mRNA 的 特征 
3.7 真 核 生 物 RNA 的 转录 后 加 | 
3.7.1 真 核 生物 RNA 中 的 内 含 子 
3.7.2 真 核 生 物 tRNA 前 体 的 转录 后 加 工 
3.7.3 真 核 生物 rRNA 前 体 的 转录 后 加 工 
3.7.4 真 核 生 物 mRNA 的 剪接 
3.8 RNA 的 编辑 .上 骨 编 码 和 化 学 修饰 
3.8.1 RNA 的 编辑 
3.8.2 RNA 的 再 编码 
3.8.3 ”RNA 的 化 学 修饰 
3.8.4 ” 核 酶 
3.8.5 RNA 在 生物 进化 中 的 地 位 


第 4 章 生物 信息 的 传递 (下 ) 
一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


4.1 遗传 密码 一 一 于 联 子 

4.1.1 三 联 子 密码 及 其 破译 
4.1.2 ”遗传 密码 的 性 质 

4.2 IRNA 

4.2.1 tRNA 的 三 叶 草 形 二 级 结构 
4.2.2 tRNA 的 工 形 三 级 结构 
4.2.3 tRNA 的 功能 

4.2.4 tRNA 的 种 类 

4.2.5 氨 酰 -tRNA 合成 酶 

4.3 ” 履 糖 体 


165 


4.3.1 ”核糖 体 的 结 

4.3.2 核糖 体 的 功能 

44 蛋白 质 合成 的 生物 学 机 制 

4.4.1 ”氨基酸 的 活化 

4.4.2 翻译 的 起 始 

4.4.3 ” 肽 链 的 延伸 

4.4.4 肽 链 的 终止 

4.4.5 蛋白 质 前 体 的 加 工 

4.4.6 蛋白 质 的 折 登 

4.4.7 蛋白 质 合成 的 抑制 剂 

4.5 ”和 翁 白 质 运转 机 制 

4.5.1 翻译 - 运转 同步 机 制 

4.5.2 ”翻译 后 运转 机 制 

4.5.3 核定 位 蛋白 的 运转 机 制 

4.6 恒 白 质 的 修饰 .降解 与 稳定 性 研究 
4.6.1 泛 素 化 修饰 介 导 的 蛋白 质 降解 
4.6.2 蛋白 质 的 SUMOylation 

4.6.3 蛋白 质 的 NEDDylation 


4.6.4 蛋白 质 的 一 级 结构 对 蛋白 质 稳定 性 的 影响 
思考 题 


第 5 章 分 子 生 物 学 研究 法 (上 ) 
一 一 DNA RNA 及 蛋白 质 操作 技术 


5.1 重组 DNA 技术 史话 
5.2 DNA 基本 操作 技术 
5.2.1 核酸 凝 胶 电 泳 
5.2.2 细菌 转化 

5.2.3 ”聚合 酶 链 式 反应 技术 
5.2.4 实时 定量 PCR 
5.2.5 重 亚 硫 酸 填 测序 技术 
5.2.6 基因 组 DNA 文库 的 构建 
5.3 RNA 基本 操作 技术 
5.3.1 总 RNA 的 提取 
5.3.2 mRNA 的 纯化 

5.3.3 cDNA 的 合成 

5.3.4 cDNA 文库 的 构建 


189 5.3.5 ”基因 文库 的 筛选 


190 5.4 基因 克隆 技术 

191 5.4.1 RACE 技术 

192 5.4.2 ”应 用 cDNA 差 示 分 析 法 克隆 基因 
193 5.4.3 ”Gateway 大 规模 克隆 技术 

193 5.4.4 ”基因 的 图 位 克隆 法 

195 5.4.5 热 不 对 称 交错 多 聚 酶 链 式 反应 克隆 T-DNA 插入 位 点 侧 滤 序列 
196 5.5 蛋白 质 与 蛋白 质 组 学 技术 

197 5.5.1 ”双向 电泳 技术 

198 5.5.2 荧光 差异 显示 双向 电泳 技术 
198 5.5.3 蛋白 质 质谱 分 析 技 术 

200 思考 题 


203 第 6 章 分 子 生物 学 研究 法 (下 ) 


一 一 基因 功能 研究 技术 
204 6.1 基因 表达 侠 究 技术 
204 6.1.1 转录 组 测序 
207 6.1.2 RNA 的 选择 性 剪接 技术 
209 6.1.3 ” 原 位 杂交 技术 
209 6.1.4 ”基因 定点 突变 技术 
212 6.2 ”基因 融 除 技术 
212 6.2.1 基本 原理 
214 6.2.2 高 等 动物 基因 套 除 技术 
218 6.2.3 ”植物 基因 项 除 技术 
219 6.3 重 白 质 及 RNA 相互 作用 技术 
219 6.3.1 酵母 单 杂交 系统 
220 6.3.2 ”酵母 双 杂 交 系 统 
221 6.3.3 蛋白 质 相互 作用 技术 
225 6.3.4 ”染色 质 免疫 共 沉 淀 技术 
227 6.3.5 ”RNA 干涉 技术 及 其 应 用 
228 6.4 基因 芯片 及 数据 分 析 
228 6.4.1 ”基因 芯片 技术 原理 
229 6.4.2 ”基因 芯片 的 点 制 过 程 
229 6.4.3 基因 芯片 数据 分 析 
231 6.5 利用 酵 亿 鉴定 靶 基 因 功 能 
231 6.5.1 酵母 的 遗传 学 和 分 子 生物 学 简介 


6.5.2 
6.5.3 


酵母 基因 转化 与 性 状 志 补 
外 源 基 因 在 醇 母 中 的 功能 鉴定 


6.6 ”其 他 分 子 生物 学 技术 


6.6.1 
6.6.2 
6.6.3 
6.6.4 
6.6.5 


思考 题 


凝 胶 滞 绥 实验 

鸣 菌 体 展 示 技 术 

蛋白 质 磷酸 化 分 析 技 术 
蛋白 质 免疫 印迹 与 抗体 制备 
细胞 定位 及 染色 技术 


第 7 章 原核 基因 表达 调控 


7.1 原核 基因 表述 调控 总 论 


TL 
7.1.2 
EL 
7.1.4 
人 


原核 基因 表达 调控 分 类 

原核 基因 表达 调控 的 主要 特点 
弱化 子 对 基因 活性 的 影响 
降解 物 对 基因 活性 的 调节 
细菌 的 应 急 反 应 


7.2 乳糖 操纵 子 与 负 控 诱导 系统 


7.2.1 
1722 


7.2.3 jac 操纵 子 DNA 的 调控 区 域 一 一 P.O 区 


酶 的 诱导 一 一 fac 体系 受 调控 的 证 据 
操纵 子 模型 及 其 影响 因子 


7.2.4 “jac 操纵 子 中 的 其 他 问题 
7.3 和 色 氨 酸 操纵 子 与 负 控 阳 过 系统 
7.3.1 up 操纵 子 的 阻 过 系统 


7.3.2 


蚤 化 子 与 前 导 肽 


7.3.3 tm 操纵 子 弱化 机 制 的 实验 依据 
7.3.4 tm 操纵 子 的 其 他 调控 机 制 
7.4 其 他 操纵 二 

7.4.1 半 乳 糖 操纵 子 


7.4.2 
7.4.3 
7.4.4 
7.4.5 


阿拉 伯 糖 操纵 子 


阻 过 蛋白 LexA 的 降解 与 细菌 中 的 SOS 应 答 


二 组 分 调控 系统 和 信号 转 导 
多 启动 子 调控 的 操纵 子 


7.5 固氮 基因 调控 


7.5.1 
TI 


固氮 酶 
与 固氮 有 关 的 基因 及 其 表达 调控 


7.5.3 ”根瘤 的 产生 以 及 根瘤 相关 基因 的 调控 
7.6 ”转录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 

7.6.1 gq 因子 的 调节 作用 

7.6.2 ”组 蛋白 类 似 蛋 白 的 调节 作用 
7.6.3 ”转录 调控 因子 的 作用 

7.6.4 ” 抗 终止 因子 的 调节 作用 

7.7 转录 后 调控 

7.7.1 mRNA 自身 结构 元 件 对 翻译 的 调节 
7.7.2 mRNA 稳定 性 对 转录 水 平 的 影响 
7.7.3 ”调节 蛋白 的 调控 作用 

7.7.4 反 义 RNA 的 调节 作用 

7.7.5 稀有 密码 子 对 翻译 的 影响 

7.7.6 ”重合 基因 对 翻译 的 影响 

7.7.7 ”翻译 的 阻 过 

7.7.8 ” 魔 斑 核 苷 酸 水 平 对 翻译 的 影响 


第 8 章 真 核 基因 表达 调控 


8.1 真 核 基 因 表 达 调 控 相 关 概 念 和 一 般 规律 
8.1.1 基因 表达 的 基本 概念 

8.1.2 ” 真 核 基因 的 断裂 结构 

8.1.3 ”基因 家 族 

8.1.4 ”基因 表达 的 方式 和 特点 

8.1.5 ” 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 

8.2 ” 真 核 基因 表达 的 转录 水 平 调控 

8.2.1 真 核 基因 的 一 般 结构 特征 

8.2.2 ”增强 子 及 其 对 转录 的 影响 

8.2.3 ” 反 式 作用 因子 


8.3” 真 核 基因 表达 的 染色 质 修饰 和 表 观 踪 传 调控 
8.3.1 真 核 生物 DNA 水 平 上 的 基因 表达 调控 


8.3.2 ”DNA 甲 基 化 与 基因 活性 的 调控 
8.3.3 ”组 蛋白 乙酰 化 对 基因 表达 的 影响 


8.3.4 组 蛋白 甲 基 化 对 于 真 核 基因 表达 的 调控 


8.4 基因 沉默 对 直 核 基因 表达 的 调控 
8.4.1 ”基因 沉默 的 相关 概念 
8.4.2 干扰 小 RNA 


8.43 miRNA 

8.5 下 惊 某 因 其 他 水 平 上 的 表达 调控 
8.5.1 和 蛋白质 磷酸 化 对 基因 转录 的 调控 
8.5.2 ”蛋白质 乙 酰 化 对 转录 活性 的 影响 
8.5.3 激素 对 基因 表达 的 影响 

8.5.4 热 激 蛋白 对 基因 表达 的 影响 
8.5.5 ”RNA 的 加 工 成 熟 

8.5.6 ”翻译 水 平 调控 


A 
思考 是 


第 9 章 疾病 与 人 类 健康 


9.1 上 肿 狂 与 壤 独 

9.1.1 反 转 录 病 毒 致癌 基因 

9.1.2 原 癌 基因 (细胞 转化 基因 ) 产物 及 其 分 类 
9.1.3 ” 原 癌 基因 的 表达 调控 

9.1.4 ”基因 互 作 与 癌 基 因 表 达 

9.2 ”人 类 免疫 缺陷 病 斑 一 一 HIV 

9.2.1 HIV 病毒 颗粒 的 形态 结构 及 传播 
9.2.2 HIV 基因 组 及 其 编码 的 蛋白 

9.2.3 HIV 的 复制 

9.2.4 HIV 基因 表达 调控 

9.2.5 ”HIV 的 感染 及 致 病 机 理 

9.2.6 ”艾滋 病 的 治疗 及 预防 

9.3 乙 型 肝炎 病毒 一 HRV 

9.3.1 肝炎 病毒 的 分 类 及 病毒 粒子 结构 
9.3.2 ”乙肝 病毒 基因 组 及 其 所 编码 的 主要 蛋白 
9.3.3 HBV 的 复制 

94 人 离 流感 的 分 子 杞 制 

9.4.1 人 禽 流感 病毒 特点 及 分 型 

9.4.2 禽 流感 病毒 进入 细胞 及 其 转录 与 复制 
9.4.3 禽 流 感 病毒 感染 人 类 的 机 制 

9.5 严重 急性 呼吸 综合 征 的 分 子 机 制 





9.5.1 严重 急性 呼吸 综合 征 冠状 病毒 的 结构 与 分 类 


9.5.2 SARS-CoV 的 基因 组 结构 
9.5.3 SARS-Coy 的 侵 染 过 程 
9.5.4 SARS-Coy 病毒 的 起 源 及 变异 


9.6 ”基因 治疗 

9.6.1 基因 治疗 的 主要 途径 
9.6.2 ”基因 治疗 中 的 病毒 载体 
9.6.3 ”基因 治疗 中 的 非 病 毒 载体 
思考 题 


第 10 章 ”基因 与 发 育 


10.1 ” 果 量 的 发 育 与 调控 
10.1.1 ”卵子 发 育 与 卵 裂 
10.1.2 ”胚胎 发 育 


10.1.3 果 蝇 的 末端 系统 及 背 腹 极 性 基因 与 发 育 调控 


10.1.4， 果 蝇 的 同 源 异 形 基因 

10.2 ”高 等 植物 伦 发 育 的 基 内 调控 

10.2.1 植物 的 花 器 官 结构 

10.2.2 ”调控 花 器 官 发 育 的 主要 基因 
10.2.3 ” 花 器 官 发 育 的 “ABC" 模型 
10.2.4 启动 花 发 生 的 分 生 组 织 决定 基因 
10.3 ”控制 植物 开花 时 间 的 分 子 机 理 

10.3.1 光 周 期 途径 

10.3.2 春 化 作用 

10.3.3 ”开花 途径 的 整合 


思考 题 


第 11 章 基因 组 与 比较 基因 组 学 


11.1 人 类 基因 组 计划 

11.1.1 遗传 图 

11.1.2 ”物理 图 

11.1.3 ”转录 图 

11.1.4 全 序列 图 

11.2 ”高 通 量 DNA 序列 分 析 技 术 

11.2.1 SangerDNA 序列 测定 基本 原理 
11.2.2 ”基因 组 DNA 大 片段 文库 的 构建 
11.2.3 鸟 枪 法 序列 测定 技术 及 其 改良 


11.2.4 ”Sanger 测序 法 的 改进 及 新 一 代 测 序 技术 


11.3 新 测序 平台 的 应 用 


455 
456 
458 
459 
460 
461 
462 
463 
466 


467 
468 
478 


479 


11.4 其 他 代表 性 基因 组 

11.4.1 大 肠 杆菌 基因 组 

11.4.2 ”酵母 基因 组 

11.4.3 ” 拟 南 芥 基 因 组 

11.4.4 水稻 基因 组 

11.4.5 家蚕 基因 组 

11.4.6” 鸡 基因 组 

11.5 比较 基因 组 掌 (comparative genomies) 研究 


思考 是 


主要 参考 书目 
名 词 解释 
后 记 

索引 
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NN 
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NN 
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现代 分 子 生 物 学 研究 的 终极 目标 是 要 在 分 子 水 平 上 阐明 细胞 活动 的 规律 ,揭示 生命 
的 本 质 。 从 20 世纪 40 年 代 开 始 , 无 数 生 命 科学 家 用 他 们 的 智慧 和 汗水 ,赢得 了 20 世纪 
自然 科学 最 伟大 的 革命 一 一 揭 开 生物 遗传 的 谜底 。 随 着 DNA 的 结构 与 功能 、RNA 在 蛋 
白质 合成 中 的 作用 、 蛋 白质 的 结构 与 功能 .遗传 密码 及 基因 表达 调控 的 本 质 等 被 相继 阐 
述 , 人 类 开始 了 从 生物 学 的 必然 王国 向 自由 王国 的 过 渡 。 分 子 水 平 的 生物 学 研究 ,正在 越 
来 越 多 地 影响 各 个 传统 生物 科学 领域 ,如 组 织 学 .细胞 学 .解剖 学 .胚胎 学 .遗传 学 及 生理 
学 和 进化 论 。 我 们 将 在 本 书 中 尽 可 能 系统 性 地 提供 有 关 现代 分 子 生 物 学 各 分 支 的 基本 理 
论 和 主要 实验 依据 ,介绍 导致 最 近 20 ~ 30 年 来 现代 分 子 生物 学 高 速 发 展 的 新 技术 .新 方 
法 以 及 所 衍生 的 新 学 科 。 本 章 首 先 介 绍 历史 背景 和 主要 人 物 ,并 简单 讨论 人 类 对 遗传 的 
最 基本 单位 一 一 基因 化 学 本 质 的 认识 过 程 。 


1.1.1 创 世 说 与 进化 论 


多 少年 来 ,人 们 常常 会 反复 提出 3 个 与 生命 和 一 切 生物 学 现象 有 关 的 问题 : 

(1) 生命 是 怎样 起 源 的 ? 

(2) 为 什么 “有 其 父 必 有 其 子 ”? 

(3) 动 .植物 个 体 是 怎样 从 一 个 受精 卵 发 育 而 来 的 ? 

直到 19 世纪 初叶 ,这 些 问 题 大 都 只 能 从 宗教 或 迷信 的 角度 进行 回答 。 西 方 人 一 直 相 
信 基 督 教 的 宣传 ,相信 上 帝 先 创造 了 花草 树木 .世间 万 物 ,后 来 又 创造 了 男人 亚当 ,再 从 亚 
当 身 上 抽出 一 根 肋骨 ,这 就 成 了 女人 夏娃 。 亚 当 、 夏 娃 婚 配 繁衍 产生 了 人 类 。1859 年 , 伟 
大 的 英国 生物 学 家 达尔 文 (Charles Darwin) 发 表 了 著名 的 《物种 起 源 》 一 书 ,确立 了 进化 论 
的 概念 。 正 是 达尔 文 的 生物 进化 学 说 ,打破 了 上 帝 造 人 的 传统 观念 ,改变 了 社会 对 人 类 在 
整个 世界 中 的 地 位 的 看 法 , 极 大 地 推动 了 人 类 思想 的 发 展 。 

达尔 文 从 小 热爱 大 自然 ,喜欢 采集 动 .植物 标本 。 他 16 岁 到 爱丁堡 大 学 学 习 , 参 加 了 
青年 人 组 织 的 普 林 尼 学 术 活 动 , 共 同 研讨 拉 马 克 的 进化 学 说 。 拉 马克 虽然 不 信 “ 上 帝 创 
造 一 切 ” 的 “ 创 世 说 ", 却 又 拿 不 出 令 人 信服 的 证 据 来 。 这 些 讨 论 使 达尔 文 的 思想 陷于 矛 
盾 和 斗争 之 中 ,他 决心 深入 大 自然 去 寻找 答案 。 

9 年 后 ,达尔 文 以 自然 科学 家 的 身份 ,参加 了 历时 5 年 的 “ 贝 格 尔 号 " 军舰 环球 旅行 ， 
历尽 了 千 辛 万 苦 , 在 晕船 . 饥 渴 .病痛 和 死亡 的 威胁 下 , 仍 坚 持 工 作 。 他 观察 过 火山 ,经历 
过 地 震 , 见 到 了 各 种 形形色色 ,稀奇 古怪 的 动物 和 植物 。 达 尔 文 采集 了 大 量 动 .植物 标本 
和 化 石 并 细心 地 进行 比较 ,鉴别 和 研究 ,提出 并 解答 了 一 系列 学 术 问题 ,如 :相似 的 动物 为 
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什么 居住 在 千里 之 外 的 不 同 地 区 ? 同一 个 小 岛 上 为 什么 聚集 着 许多 不 同 的 动物 ? 低 等 动 
物 与 高 等 动物 间 有 些 什 么 样 的 联系 ”人 是 如 何 产生 的 ? 等 等 。 他 认为 ,大 陆 自古 以 来 发 
生 过 许多 次 巨变 ,如 冰川 时 期 等 ,所 以 不 可 能 存在 豆 古 不 变 的 动 植物 。 

从 * 贝 格 尔 号 " 回 到 英国 以 后 ,他 发 表 了 一 系列 论文 ,逐步 阐述 了 生物 进化 的 观点 。 
在 《物种 起 源 》 这 部 划时代 的 科学 巨著 中 ,他 用 大 量 事 实证 明 “ 物 竞 天 择 , 适 者 生存 ”的 
进化 论 思想 。 他 认为 世界 上 的 一 切 生 物 都 是 可 变 的 ,并 预言 从 低级 到 高 级 的 变化 过 程 中 
必定 有 过 渡 物 种 存在 。 他 指出 物种 的 变异 是 由 于 大 自然 的 环境 和 生物 群体 的 生存 竞争 造 
成 的 ,彻底 否定 了 上 帝 创 造 万 物 的 旧 思 想 ,推翻 了 物种 不 变 的 神话 ,使 生物 学 真正 迈 入 实 
证 自然 科学 的 行列 。 

通过 记载 不 同 动 .植物 的 地 理 分 布 ,研究 近亲 种 族 的 解剖 学 、 形 态 学 的 相似 性 和 变异 
率 , 达 尔 文 第 一 个 认识 到 生物 世界 的 不 连续 性 。 他 还 发 现 , 当 记 录 研 究 跨 越 一 个 较 长 的 历 
史 时 期 ,主要 存在 物种 会 有 很 大 的 变化 。 他 提出 许多 环境 因素 ,如 大 地 变迁 ,特定 区 域内 
的 温度 .降水 量变 化 及 气候 条 件 改变 ,都 会 以 “自然 选择 压力 ”的 形式 ,在 生物 体 的 世代 遗 
传 中 体现 出 来 。 正 是 在 这 种 “自然 选择 压力 "之 下 ,新 物种 才 不 断 诞生 , 旧 的 ,与 环境 不 再 
相 容 的 物种 也 不 断 消亡 。 他 在 书 中 这 样 写 道 :“ 对 于 每 一 个 动 .植物 种 群 来 说 ,因为 总 是 有 
大 大 多 于 可 能 生存 下 来 的 个 体 出 生 , 所 以 为 生存 而 斗争 是 长 期 的 ,永久 的 。 如 果 某 些 个 
体 偶然 获得 了 于 自身 有 利 的 变异 就 会 在 生 与 死 的 斗争 中 占 同类 的 上 风 , 从 而 生存 下 来 。 
根据 遗传 学 原理 ,任何 生存 下 来 的 个 体 都 倾向 于 扩 增 其 经 过 修饰 的 新 性 状 ,以 保持 生存 
优势 。 

达尔 文 关于 生物 进化 的 学 说 及 其 唯物 主义 的 物种 起 源 理论 ,是 生物 科学 史上 最 伟大 
的 创举 之 一 ,具有 不 可 磨灭 的 贡献 。 为 了 纪念 这 位 生物 科学 大 师 , 人 们 把 进化 论 称 为 “ 达 
尔 文学 说 ”。 


1.1.2 ”细胞 学 说 


早期 生物 科学 家 的 另 一 大 贡献 是 提出 了 “细胞 学 说 ”。 

17 世纪 末 叶 ,荷兰 籍 显微镜 专家 Leeuwenhoek 制作 成 功 了 世界 上 第 一 架 光 学 显微镜 。 
通过 这 一 装置 ,他 看 到 了 一 系列 肉眼 看 不 到 而 又 使 人 迷惑 不 解 的 微小 生物 ,他 将 这 些小 生 
命 称 为 “ 微 动物 ”(animalcule)。 若 干 年 后 ,人 们 才 知 道 它们 是 单 细胞 生物 。 

Leeuwenhoek 出 身 贫 寒 ,16 岁 便 失学 当 了 学 徒 。 在 好 奇 心 驱 使 下 ,他 把 工 余 时 间 都 用 
来 研究 、 麻 制 ,装配 玻璃 透镜 。 开 始 ,他 用 自己 磨 制 的 透镜 观察 蜜蜂 暂 人 的 “ 针 ” ,看 蚊子 
叮 人 的 嘴 以 及 小 甲虫 的 腿 等 。 随 着 制 镜 手艺 不 断 提高 ,他 制 成 了 能 放大 200 倍 的 显微镜 ， 
他 不 断 公布 自己 的 观察 结果 ,并 将 新 发 现 报告 给 当时 世界 最 权威 的 科学 管理 机 构 一 一 英 
国 皇家 学 会 。 他 第 一 个 观察 到 狗 和 人 的 精子 ,发 现 了 酵母 菌 ,描述 了 红细胞 等 。 为 了 表彰 
和 鼓励 Leeuwenhoek 的 研究 工作 ,英国 皇家 学 会 吸收 他 为 会 员 , 自 此 一 个 小 学 徒 终于 成 为 
受 人 尊敬 的 科学 家 。 

1702 年 ,Leeuwenhoek 在 观察 轮 虫 时 ,偶然 发 现 雨 水 中 有 微生物 。 这 些 生物 是 怎么 来 
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的 呢 ? 为 了 解 开 这 个 这 ,他 做 了 一 个 实验 :收集 开始 下 雨 时 的 雨水 来 观察 ,里 面 并 没有 微 
生物 。 到 了 第 四 天 再 观察 ,就 有 许多 微生物 出 现在 水 中 。Leeuwenhoek 因此 得 出 了 一 个 结 
论 :“ 风 能 将 空气 灰尘 中 的 微生物 带 入 水 中 。 "以 后 经 过 对 昆虫 . 海 贝 和 鳝 鱼 等 的 细心 研究 ， 
他 进一步 断定 : "微生物 不 是 由 泥 沙 尘 埃 产生 的 ,而 是 和 动物 一 样 ,有 完整 的 生活 史 "。 这 
一 有 趣 的 发 现 使 Leeuwenhoek 更 为 出 名 。 

大 约 与 Leeuwenhoek 同时 代 的 R. Hooke, 第 一 次 用 “细胞 ” 这 个 概念 来 形容 组 成 软木 
的 最 基本 单元 。 虽 然 直 到 19 世纪 中 叶 , 这 一 概念 才 正式 被 科学 界 所 接受 ,但 它 对 生物 学 
的 贡献 是 不 可 估量 的 。 随 着 显 微 技术 .组 织 保存 技术 和 超 薄 切片 技术 的 不 断 发 展 , 科 学 家 
发 现 动 .植物 组 织 都 是 由 细胞 所 组 成 ,而 且 细 胞 是 可 以 分 裂 的 ,每 一 个 细胞 都 是 或 曾经 是 
一 个 单独 的 活 的 实体 ,包含 有 生命 的 全 部 特征 。 

动 .植物 的 基本 单元 是 细胞 ,这 是 19 世纪 三 大 发 现 之 一 的 “细胞 学 说 ”的 核心 。 建 立 
这 一 学 说 的 是 德国 植物 学 家 Schleiden 和 动物 学 家 Schwann。Schleiden 出 生 于 汉堡 ,22 岁 
就 获得 了 法 学 博士 学 位 ,但 他 并 不 喜欢 当 律师 。28 岁 时 ,他 到 哥 廷 根 和 柏林 学 习 植物 学 
和 医学 ,35 岁 时 获得 医学 和 哲学 博士 学 位 。Schwann 是 首饰 匠 的 儿子 ,16 岁 高 中 毕业 后 ， 
没有 按照 父母 的 意愿 学 神学 ,而 毅然 去 柏林 学 医 。24 岁 获 得 博士 学 位 ,在 柏林 解剖 博物 
馆 工作 时 结识 了 Schleiden。 他 俩 虽然 个 性 经 历 巡 然 不 同 , 但 共同 的 志趣 和 真诚 的 情感 促 
成 了 他 们 多 年 的 合作 。Schleiden 研究 被 子 植 物 的 胚 囊 ,Schwann 研究 蛙 类 的 胚胎 组 织 , 相 
同 的 研究 方向 ,相似 的 研究 方法 ,使 他 们 取得 了 一 致 见解 ,共同 创立 了 生物 科学 的 基础 理 
论 一 一 “细胞 学 说 ”。 

1847 年 ,Schwann 在 描述 动物 组 织 时 这 样 写 道 :“ 所 有 组 织 的 最 基本 单元 是 形状 非常 
相似 而 又 高 度 分 化 的 细胞 ”, 可 以 认为 ,细胞 的 发 生 和 形成 是 生物 学 界 普 遍 和 永久 的 规律 。 

从 此 ,“ 细 胞 学 说 " 被 广 为 传 播 。 越 来 越 多 的 科学 家 发 现 , 每 一 个 动 .植物 个 体 实际 
上 是 千 千 万 万 个 生命 单元 的 总 和 ,而 这 些微 小 单元 一 一 细胞 ,包含 了 所 有 的 生命 信息 。 细 
胞 学 说 对 生物 科学 最 重要 的 贡献 在 于 :因为 单个 细胞 生长 分 裂 ,组 织 .器 官 和 个 体 的 生命 
现象 实际 上 是 细胞 活动 的 总 和 ,所 以 细胞 可 以 而 且 应 该 成 为 生物 学 研究 的 首要 对 象 。 今 
天 的 细胞 学 和 分 子 细胞 学 就 是 在 这 个 基础 上 发 展 起 来 的 。 


1.1.3 经典 生物 化 学 和 遗传 学 


进化 论 和 细胞 学 说 相 结 合 ,产生 了 作为 主要 实验 科学 之 一 的 现代 生物 学 ,而 以 研究 
动 .植物 遗传 变异 规律 为 目标 的 遗传 学 和 以 分 离 纯 化 ,鉴定 细 胞 内 含 物质 为 目标 的 生物 化 
学 则 是 这 一 学 科 的 两 大 支柱 。 早 在 19 世纪 中 叶 , 人 们 就 发 现 动物 和 植物 细胞 的 提取 液 中 
主要 是 一 些 能 受热 或 酸 变性 形成 纤维 状 沉淀 的 物质 ,这 些 物 质 包 含有 大 体 相等 浓度 的 碳 、 
氧 、 氧 和 氮 , 科 学 家 将 这 些 物质 命名 为 蛋白 质 。 生 物化 学 家 Buchner 第 一 个 实现 了 用 酵母 
无 细胞 提取 液 和 葡萄 糖 进行 氧化 反应 ,生成 乙醇 ,证 明 化 学 物质 转换 并 不 需要 完整 的 细胞 
而 仅仅 需要 细胞 中 的 某 些 成 分 。 蛋 白质 是 生活 细胞 中 所 有 化 学 反应 的 执行 者 和 催化 剂 。 

生物 化 学 从 一 开始 就 执行 着 双重 使 命 。 分 析 细 胞 的 组 成 成 分 以 及 弄 清楚 这 些 物 质 与 
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细胞 内 生命 现象 的 联系 。19 世纪 中 叶 到 20 世纪 初 ,是 早期 生物 化 学 的 大 发 展 阶段 ,组 成 
蛋白 质 的 20 种 基本 氨基 酸 被 相继 发 现 ( 最 晚 分 离 的 是 苏 氨 酸 ,1935 年 ), 著 名 生物 化 学 家 
Fisher 还 论证 了 连接 相 邻 氨基 酸 的 “ 肽 键 ” 的 形成 。 细 胞 的 其 他 部 分 ,如 脂 质 \ 糖 类 和 核酸 
也 相继 在 那 一 阶段 被 科学 家 所 认识 和 部 分 纯化 。 当 时 ,科学 家 还 无 法 解释 细胞 内 最 重要 
的 生命 活动 , 即 细胞 成 分 是 如 何 世 代 相 传 的 。 

奥地利 大 科学 家 、 经 典 遗 传 学 创始 人 备 德 尔 (Gregor Mendel) 发 现 并 提出 遗传 学 定律 
的 故事 像 是 不 朽 的 神话 ,在 生物 学 界 被 广泛 传诵。 

和 孟 德 尔 从 小 爱好 园艺 ,虽然 因为 家 境 贫寒 ,没有 念 完 大 学 就 当 了 修道 十 ,但 他 却 矢 志 
不 渝 地 钻研 科学 。 开 始 时 ,他 对 “种 瓜 得 瓜 ,种 豆 得 豆 " 的 生物 遗传 现象 感到 好 奇 和 困惑 ， 
就 在 修道 院 里 种 了 许多 花木 ,还 挑选 了 20 多 种 大 小 不 同 ,形状 .颜色 各 异 的 食用 豌豆 , 反 
复 进行 杂交 . 自 交 等 试验 ,并 作 了 详细 的 记载 。 从 1857 年 到 1864 年 的 7 年 间 , 孟 德尔 选 
择 了 7 对 差异 明显 的 简单 性 状 , 对 静 豆 的 生长 进行 了 仔细 的 观察 。 例 如 ,他 用 产生 圆 形 种 
子 的 蓝 豆 同 产生 皱 皮 种 子 的 植株 杂交 ,得 到 几 百 粒 全 是 圆 形 的 杂交 子 一 代 (F) 种 子 。 第 
二 年 ,他 种 植 了 253 粒 下 圆 形 种 子 并 进行 自 交 ,得 到 7 324 粒 P 种 子 , 他 发 现 有 5 474 粒 
是 圆 形 的 ,1850 粒 是 皱 皮 的 ,用 统计 学 方法 计算 出 圆 皱 比 为 3 : 1。 

他 还 进行 了 具有 2 个 对 立 性 状 的 忱 豆 植株 之 间 的 双 因 子 杂 交 试 验 。 他 发 现 当选 用 产 
生 黄色 圆 形 种 子 的 豌豆 植株 同 产生 绿色 皱 皮 种 子 的 吏 豆 植株 进行 杂交 时 ,所 产生 的 F 种 
子 全 是 黄色 圆 形 的 ,但 在 自 交 产生 的 下 , 代 576 粒 种 子 中 ,不 但 出 现 了 2 种 亲本 类 型 ,而 且 
还 出 现 了 2 种 新 的 重组 类 型 ,其 中 黄色 圆 形 315 粒 ,黄色 皱 皮 121 粒 ,绿色 圆 形 108 粒 , 绿 
色 皱 皮 32 粒 。 这 4 种 类 型 的 比例 接近 于 9 :3:3:1。 

根据 以 上 现象 , 孟 德 尔 总 结 出 生物 遗传 的 两 条 基本 规律 

第 一 , 当 两 种 不 同 植物 杂交 时 ,它们 的 下 一 代 可 能 与 亲本 之 一 完全 相同 。 他 把 这 一 现 
象 称 为 统一 律 。 根 据 自 己 长 期 的 实验 结果 , 备 德 尔 认为 ,生物 的 每 一 种 性 状 都 是 由 遗传 因 
子 控制 的 。 这 些 因子 可 以 从 亲 代 到 子 代 , 代 代 相 传 。 在 体 细胞 内 ,遗传 因子 是 成 对 存在 的 ， 
其 中 一 个 来 自 父 本 ,一 个 来 自 母 本 。 在 形成 配子 时 成 对 的 遗传 因子 彼此 分 开 , 单 独 存在 。 
他 还 认为 ,有 些 遗 传 因 子 以 显 性 (dominant) 形式 存在 , 即 能 在 任何 了 代 得 到 表达 ;而 有 些 
因子 呈 隐 性 (recessive) 状态 ,只 有 当 父母 本 同时 含有 这 一 因子 时 , 才 得 到 表现 。 

第 二 ,将 不 同 植物 品种 杂交 后 的 F 代 种 子 再 进行 杂交 或 自 交 时 ,下 一 代 就 会 按照 一 
定 的 比例 发 生 分 离 , 因 而 具有 不 同 的 形式 。 他 把 这 一 现象 称 为 分 离 规律 。 如 红 花 和 白花 
植株 杂交 ,得 到 的 8 株 F, 代 植 株 全 部 为 灰色 花 ,互相 交配 结果 得 到 2 株 红 花 .2 株 白 花 、 
4 株 灰 色 花 。 这 一 代 的 白色 花 互相 交配 ,将 永远 得 到 白色 花 , 红 色 花 互相 交配 得 到 的 永远 
是 红色 花 。 但 这 一 代 的 灰色 花 互相 交配 ,其 结果 就 像 上 一 代 那 样 ,仍旧 是 2 红 、2 白 .4 灰 。 
所 有 这 些 花 朱 ,都 按照 孟 德 尔 的 分 离 规 律 依次 遗传 下 去 。 分 离 规律 对 每 一 代 动 ,植物 都 适用 。 

由 于 孟 德尔 的 研究 方法 和 结论 都 远 远 超过 了 当时 的 科学 认识 水 平 ,因此 ,他 的 这 些 天 
才 的 科学 发 现 和 见解 ,并 没有 立即 引起 生物 学 界 的 注意 。 从 1865 年 他 发 表 《 植 物 杂 交 试 
验 ) 一 文 到 1884 年 逝世 ,欧美 各 国 科 学 界 几 乎 无 人 理 皮 他 的 巨大 贡献 。 直 到 1900 年 ,他 
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的 理论 才 被 荷兰 科学 家 H. De Vries 等 人 重新 发 现 、 验 证 并 得 到 普遍 应 用 ,逐渐 被 公认 为 
经 典 遗 传 学 的 葛 基 人 。 

虽然 孟 德 尔 早 在 1861 年 就 通过 项 豆 杂 交 实 验 揭 示 了 遗传 的 物质 性 (a discrete unit 
governing inherited characteristics), 直 到 1909 年 丹麦 科学 家 Wilhelm Ludvig Johannsen 
(1857 一 1927) 根 据 希 腊 文 “ 给 予 生命 ”的 定义 ,创造 了 “基因 ”(gene) 这 个 代表 遗传 学 最 基 
本 单位 的 新 名 词 。 美 国人 托马斯 摩尔 根 (T.H.Morgan) 则 是 第 一 个 用 实验 证 明 “ 基 因 " 学 
说 的 科学 家 。1910 年 ,Morgan 和 他 的 助手 们 发 现 了 第 一 只 白眼 梭 果 蝇 。 因 为 正常 情况 下 ， 
果 蝇 都 是 红眼 的 , 称 为 野生 型 种 质 ,所 以 ,他 们 将 白眼 果 蝇 称 为 突变 型 种 质 。 到 1915 年 ， 
他 们 一 共 找 到 85 种 果 蝇 的 突变 型 。 这 些 突变 型 果 蝇 跟 野 生 型 相 比 ,在 翅 长 , 体 色 刚毛 形 
状 , 复 眼 数目 等 性 状 上 都 有 差别 。 有 了 这 些 突变 型 ,就 能 更 广泛 地 进行 杂交 试验 ,从 而 更 
加 深入 地 进行 遗传 机 理 探讨 。Morgan 将 白眼 雄 果 蝇 与 红眼 峻 果 蝇 交配 ,所 产生 的 P' 代 不 
论 峻 雄 ,全 为 红眼 果 蝇 (和 孟 德 尔 的 统一 规律 ! )。 让 这 些 P 果 蝇 互相 交配 所 产生 的 P 有 红 
眼 也 有 白眼 ,但 有 趣 的 是 所 有 的 白眼 果 蝇 都 是 雄性 的 ,说 明白 眼 性 状 与 性 别 有 联系 ,这 一 
点 与 孟 德 尔 的 遗传 性 状 独立 分 离 规律 是 背道而驰 的 (现在 我 们 已 经 知道 , 当 所 研究 的 两 个 
基因 位 于 同一 染色 体 上 而 又 距离 较 近 时 ,Morgan 的 连锁 遗传 规律 起 主导 作用 ;而 当 所 研 
究 的 两 个 基因 位 于 不 同 染色 体 上 时 , 孟 德 尔 的 独立 分 离 规律 起 主导 作用 )。 

为 了 解释 这 些 现象 ,有 必要 对 果 蝇 的 染色 体 做 一 简单 介绍 。 果 蝇 只 有 4 对 染色 体 。 
在 肉 果 蝇 中 ,有 1 对 很 小 呈 颗 粒状 的 染色 体 ,2 对 呈 “V” 形 的 染色 体 , 男 有 1 对 呈 棒 状 、 称 
为 XX 的 染色 体 。 在 雄 果 蝇 体 内 ,前 3 对 同 肉 果 蝇 完全 相同 ,但 缺少 棒状 的 XX 染色 体 ,而 
由 一 条 棒状 的 X 染色 体 和 一 条 呈 "有形 的 Y 染色 体 所 取代 ,人 们 称 这 一 对 为 XY 染色 体 。 
Morgan 当时 就 知道 性 染色 体 的 存在 ,因此 他 推 想 ,白眼 这 一 隐 性 基因 (w) 是 位 于 X 染色 体 
上 ,而 在 Y 染色 体 上 没有 它 的 等 位 基因 。 他 将 P 红眼 峻 果 蝇 (和 w) 与 白眼 雄 果 蝇 亲本 (wy) 
回 交 , 结 果 产 生 的 后 代 果 蝇 中 有 1/4 是 红眼 肉 果 蝇 ,1/4 是 白眼 雄 果 蝇 。 这 个 实验 证 明 , 白 
眼 隐 性 突变 基因 (w) 确实 位 于 X 染色 体 上 。 这 一 现象 被 称 为 遗传 性 状 的 连锁 定律 ,又 称 连 
锁 遗 传 。 

Morgan 和 他 的 助手 们 第 一 次 将 代表 某 一 特定 性 状 的 基因 , 同 某 一 特定 的 染色 体 联系 
起 来 ,使 科学 界 普遍 认识 了 染色 体 的 重要 性 并 接受 了 孟 德 尔 的 遗传 学 原理 。Morgan 特别 
指出 :种 质 必 须 由 某 些 独立 的 要 素 组 成 ,我 们 把 这 些 要 素 称 为 遗传 因子 ,或 者 更 简单 地 称 
为 基因 。 


1.1.4 ”DNA 的 发 现 与 基因 学 说 的 创立 


尽管 由 于 Morgan 及 其 学 派 的 出 色 工 作 , 基 因 学 说 得 到 了 普遍 承认 ,但 是 ,直到 1953 
年 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 模 型 之 前 ,人 们 对 于 基因 的 理解 仍然 是 抽象 的 .概念 
化 的 ,缺乏 准确 的 物质 内 容 。 那 时 的 遗传 学 家 ,不 但 没有 探 明 基因 的 结构 特征 ,而 且 也 不 
能 解释 位 于 细胞 核 中 的 染色 体 和 基因 是 怎样 控制 显然 发 生 在 细胞 质 中 的 各 种 生化 过 程 ， 
不 能 解释 基因 是 怎样 在 细胞 繁殖 过 程 中 准确 地 复制 和 遗传 的 。 
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早 在 1928 年 英国 科学 家 Griffith 等 人 就 发 现 ,肺炎 链球 菌 使 小 鼠 死 亡 的 原因 是 引起 
肺炎 。 细菌 的 毒性 ( 致 病 力 ) 是 由 细胞 表面 英 膜 中 的 多 糖 所 决定 的 。 具 有 光滑 外 表 的 S 型 
肺炎 链球 菌 因为 带 有 荡 膜 多 精 而 能 使 小 鼠 发 病 ,具有 粗糙 外 表 的 R 型 细菌 因为 没有 莱 膜 
多 糖 而 失去 致 病 力 ( 某 膜 多 糖 能 保护 细菌 免 受 动物 白细胞 的 攻击 )。 

首先 用 实验 证 明基 因 就 是 DNA 分 子 的 是 美国 著名 的 微生物 学 家 Avery。 他 和 他 的 
同事 们 首先 将 光滑 型 致 病菌 (S 型 ) 烧 者 杀 灭 活性 以 后 再 侵 染 小 鼠 ,发 现 这 些 死 细菌 自然 
央 失 了 致 病 能 力 “'' 。 再 用 活 的 粗糙 型 细菌 (R 型 ) 来 侵 染 小 鼠 , 也 不 能 使 之 发 病 ,因为 
粗糙 型 细菌 天 然 无 致 病 力 。 然 而 , 当 他 们 将 经 烧 者 杀 死 的 S 型 细菌 和 活 的 R 型 细菌 混合 
再 感染 小 鼠 时 ,奇迹 发 生 了 ! 实验 小 鼠 每 次 都 可 怜 巴巴 地 死 了 。 解 剖 死 鼠 ,发 现 有 大 量 
活 的 S 型 (而 不 是 R 型) 细菌 。 他 们 推测 , 死 细菌 中 的 某 一 成 分 一 一 转化 源 (transforming 
principle), 将 无 致 病 力 的 细菌 转化 成 病原 细菌 。10 多 年 后 ,科学 家 用 实验 证 明 ,DNA 就 是 
转化 源 。 死 S 型 细菌 DNA 指导 了 这 一 可 遗传 的 转化 ,从 而 导致 了 小 鼠 死 亡 。 这 一 重大 发 
现 麦 动 了 整个 生物 界 。 因 为 在 当时 ,生物 学 家 认为 ,只 有 像 蛋 白质 这 样 复杂 的 大 分 子 才 可 
以 担当 决定 细胞 生物 学 特性 和 遗传 的 重托 。Avery 等 人 的 工作 打破 了 这 种 信条 ,在 遗传 学 
理论 上 树立 了 全 新 的 观点 一 一 DNA 是 遗传 信息 的 载体 。 
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我 们 再 来 看 一 看 美国 冷泉 港 卡 内 基 赣 传 学 实验 室 科 学 家 Hershey 和 他 的 学 生 Chase 
在 1952 年 从 事 的 叭 菌 体 侵 染 细菌 实验 “'- 。 鸣 菌 体 专门 寄生 在 细菌 体内 , 它 的 头 、. 尾 外 
部 都 有 由 和 蛋白质 组 成 的 外 壳 , 头 内 主要 是 DNA-。 叭 菌 体 侵 染 细菌 的 过 程 可 以 分 为 以 下 5 


| 和 41- DNA 是 “ 转 
化 源 ” 

左 图 从 上 到 下 :将 活 的 
S 型 菌 体 注射 到 实验 
小 鼠 体内 ,小 鼠 迅 速 死 
亡 ; 将 经 烧 豆 灭 活 的 S 
型 菌 体 注射 到 小 局 体 
内 ,小 鼠 保 持 健康 ;将 
活 的 R 型 菌 体 注 射 到 
小 了 体内 ,小 鼠 也 保持 
健康 ; 而 将 烧 煮 灭 活 的 
S 型 菌 体 和 活 的 R 型 
菌 体 一道 注 射 到 小 鼠 
体内 却 能 导致 小 好 死 
亡 。 右 图 :分 离 被 杀 死 
的 S 型 菌 体 的 各 种 组 
分 并 分 别 与 活 的 及 型 
菌 体 混合 ,注射 小 也 后 
发 现 ,只 有 死 的 S 型 细 
汞 的 DNA 能 使 R 型 
细 阴 发 生 转 化 ,获得 至 
病 力 。 
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个 步骤 :四 鸣 菌 体 用 尾部 的 末端 ( 基 片 . 尾 丝 ) 吸 附 在 细菌 表面 ;@ 叭 菌 体 通过 尾 轴 把 DNA 
全 部 注入 细菌 细胞 内 , 哗 菌 体 的 蛋白 质 外 壳 则 留 在 细胞 外 面 ;3 噬菌体 的 DNA 一 旦 进入 
细菌 体内 , 它 就 能 利用 细菌 的 生命 过 程 合 成 噬菌体 自身 的 DNA 和 蛋白质;@ 新 合成 的 
DNA 和 蛋白 质 外 壳 , 能 组 装 成 许 许多 多 与 亲 代 完 全 相同 的 子 代 喉 菌 体 ;@ 子 代 噬菌体 由 于 
细菌 的 解体 而 被 释放 出 来 ,再 去 侵 染 其 他 细菌 。 在 这 整个 过 程 中 ,DNA 起 了 关键 作用 。 


图 1-2 ershey 和 
和 疯 2 细菌 培养 基 中 含有 *”S 标记 的 氨基 酸 细菌 培养 基 中 含有 *P 标 记 的 核酸 
DNA 侵 染 组 荫 的 实 
蛤 流程 

当 细菌 培养 基 中 分 别 
带 有 次 或 2p 标记 的 
氨基 酸 或 核 苷 酸 , 子 
代 噬 菌 体 中 就 相应 含 
有 *S 标记 的 蛋白 质 或 
2Pp 标记 的 核酸 。 分 别 标记 的 七 白质 
用 这 些 鸭 菌 体感 染 没 (DNA 无 放射 性 标记 ) 
有 放射 性 标记 的 细菌 ， 
经 过 1~2 个 哄 菌 体 


四 
i 


子 代 咯 菌 体 含有 2S 细菌 中 轩 放 出 有 放射 子 代 败 菌 体 含有 ?2P 
如 性 标记 的 子 代 听 苗 体 和 标记 的 DNA 
{ 重 白质 无 标记 ) 


现 , 子 代 噬 菌 体 中 几乎 
不 含 带 “5 标记 的 蛋白 3 、 

质 ,但 含有 30% 以 上 不 
的 站 标记 ,说 明 在 吵 
菌 体 传代 过 程 中 发 挥 
作用 的 可 能 是 DNA， 
而 不 是 绰 白质。 


3p 标 记 的 DNA 
进入 细菌 体内 





子 代 噬 菌 体 中 基本 不 含有 2 S 子 代 鸣 菌 体 含有 30% 以 上 的 放射 性 
标记 的 蛋白 质 ( 剩 下 不 到 1% 标记 的 3P, 证 明 在 只 黄体 传代 过 程 
的 放射 性 标记 ) 中 发 挥 作用 的 是 DNA, 而 不 是 蛋白 质 





那么 ,DNA 到 底 是 什么 样 的 呢 ? 在 1944 年 的 研究 报告 中 ,Avery 这 样 写 道 : 当 溶液 中 
酒精 的 体积 达到 9/10 时 ,有 纤维 状 物质 析出 。 如 稍 加 搅动 ,这 种 物质 便 会 像 棉线 绕 在 线 
轴 上 一 样 绕 在 硬 棒 上 ,溶液 中 的 其 他 成 分 则 以 颗粒 状 沉淀 留 在 下 面 。 溶 解 纤维 状 物质 并 
重复 沉淀 数 次 ,可 提高 其 纯度 。 这 一 物质 具有 很 强 的 生物 学 活性 ,初步 实验 证 实 它 很 可 能 
就 是 DNA ( 谁 能 想到 ! )。 对 DNA 分 子 的 物理 化 学 研究 导致 了 现代 生物 学 翻天 覆 地 的 革 
命 , 这 更 是 Avery 所 没有 想到 的 ! 


1.1.5 不 同 的 遗传 方式 可 能 存在 于 不 同 的 生物 体 中 


根据 截至 目前 的 科学 发 现 ,地 球 上 的 主要 生命 有 机 体 基 本 上 都 使 用 同一 套 标准 遗 
传 密码 (canonical genetic code), 它 揭示 了 组 成 遗传 物质 核糖 核酸 (RNA) 或 脱氧 核糖 核 
酸 (DNA) 的 4 种 核 苷 酸 序列 与 组 成 蛋白 质 分 子 的 20 种 氨基 酸 之 间 的 对 应 关系 。 基 因 的 
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核 苷 酸 序 列 信息 是 以 3 个 连续 核 苷 酸 为 信息 单元 (又 称 为 三 联 体 密 码 子 ;codon), 以 信使 
RNA (messenger RNA ,mRNA) 的 核 苷 酸 序 列 为 载体 ,并 最 终 由 核糖 体 和 带 有 与 密码 子 相 
对 应 氨基 酸 残 基 的 转运 RNA (transfer RNA ,tRNA) 来 完成 整个 解码 过 程 ,从 而 根据 遗传 密 
码 合成 各 种 蛋白 质 分 子 , 完 成 从 信息 到 功能 的 转移 。 遗 传 密码 的 构成 要 素 包括 :DNA 序 
列 .mRNA 序列 .密码 子 . 反 密 码 子 氨基酸、 氨 酰 tRNA 和 和 蛋白 质 序列 。 

当然 ,也 有 的 生物 ,例如 马铃薯 纺 锤 块茎 病毒 (potato spindle tuber viroid,PSTV ) 等 就 
以 双 链 RNA “作为 其 遗传 物质 ,其 基因 组 是 一 个 具有 由 大 量 非 配对 碱 基 形 成 的 突起 
结构 的 环 状 分 子 , 且 其 强 毒性 株 系 和 弱毒 性 株 系 之 间 只 有 几 个 核 苷 酸 的 差异 。 





更 为 特殊 的 例子 来 自 一 类 被 称 为 “及 病毒 (prion)” 的 “病原 体 "。300 多 年 前 ,人 们 就 
发 现 绵羊 和 山羊 患 上 神经 退行 性 疾病 “ 羊 瘙痒 症 (scrapie》” 后 ,躯体 协调 性 丧失 ,站立 不 
稳 ,烦躁 不 安 , 其 痒 难熬 ,直至 瘫痪 死亡 ; 却 长 期 找 不 到 病因 。20 世纪 60 年代, 有 人 用 放 
射 性 处 理 破坏 患 有 “ 羊 痉 痒 症 ” 羊 只 的 DNA 和 RNA 后 ,发 现 其 组 织 仍 具 有 感染 性 ,因此 
推测 “ 羊 瘙痒 症 ” 的 致 病因 子 并 非 核酸 ,而 可 能 是 蛋白 质 ! 之 后 数 十 年 研究 表明 ,“ 羊 冶 
痒 症 " 的 罪魁 祸首 是 一 种 具有 传染 性 的 蛋白 质 一 一 及 病毒 。Prion 由 一 种 正常 细胞 的 蛋 
白 一 一 PrP 经 变异 而 成 ,编码 PrP' 的 基因 只 含 一 个 外 显 子 ,编码 一 个 2.8 x 10' 朴 水 性 糖 
蛋白 ,表达 于 哺乳 动物 的 大 脑 中 。 正 常 细胞 中 只 含 一 个 拷贝 的 PrP 基因 ,PrP 蛋白 一 经 
表达 就 被 迅速 而 完全 降解 。 感 病 脑 组 织 中 发 现 的 蛋白 被 称 为 PrP*, 是 PrP' 蛋白 的 异 构 体 。 
令 人 不 解 的 是 ,PrP 蛋白 不 仅 具 有 极 强 的 抵御 蛋白 酶 的 能 力 ,使 自身 免 遭 降解 ,而 且 具 有 
极 强 的 “感染 力 ” ,能 把 细胞 中 的 PrP" 都 转变 成 PrP* 形式 。 

从 表面 上 看 ,及 病毒 以 “和 蛋白质- 蛋白质 ”的 方式 进行 复制 ,因此 ,在 相当 长 的 一 段 时 
间 内 ,人 们 认为 及 病毒 是 一 类 以 蛋白 质 作为 遗传 物质 的 类 病毒 生物 。 然 而 ,用 基因 世 除 技 
术 培 育 缺 乏 PrP 基因 的 小 鼠 , 接 种 及 病毒 蛋白 后 不 发 病 。 如 将 正常 脑 组 织 块 移植 到 此 种 
转基因 小 鼠 的 脑 内 ,接种 肝病 毒 蛋 白 后 仅 移植 的 正常 部 位 发 生病 变 。 由 此 可 见 ,肝病 毒 仍 
然 受 正常 细胞 DNA 序列 的 控制 ,是 细胞 内 蛋白质 在 分 子 水 平 的 病变 。 


12 分 子 生物 学 简 史 
分 子 生物 学 是 研究 核酸 .蛋白质 等 所 有 生物 大 分 子 的 形态 ,结构 特征 及 其 重要 性 规 


1.2 分 子 生物 学 简 史 


| 外 1-3 以 双 链 RNA 
作为 过 传 物 奈 的 乌 
览 纺 锤 块 东 病 击 





(PSTV 基因 组 


上 : 强 毒 性 株 系 ; 下 : 弱 


广 性 株 系 。 
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律 性 和 相互 关系 的 科学 ,是 人 类 从 分 子 水 平 上 真正 揭 开 生物 世界 的 奥秘 ,由 被 动 地 适应 自 
然 界 转向 主动 地 改造 和 重组 自然 界 的 基础 学 科 。 当 人 们 意识 到 同一 生物 不 同 世代 之 间 的 
连续 性 是 由 生物 体 自身 所 携带 的 遗传 物质 所 决定 的 ,科学 家 为 揭示 这 些 遗 传 密码 所 进行 
的 努力 就 成 为 人 类 征服 自然 的 一 部 分 ,而 以 生物 大 分 子 为 研究 对 象 的 分 子 生物 学 就 迅速 
成 为 现代 生物 学 领域 里 最 具 活 力 的 科学 。 

从 1847 年 Schleiden 和 Schwann 提出 “细胞 学 说 " 到 今天 ,虽然 不 过 短 短 一 百 多 年 时 
间 , 我 们 对 细胞 的 化 学 组 成 有 了 深刻 的 认识 。 孟 德尔 的 遗传 学 规律 使 人 们 开始 了 解 性 状 
遗传 ,而 Morgan 的 基因 学 说 则 进一步 将 “性 状 ” 与 “基因 "” 相 偶 联 , 成 为 现代 遗传 学 的 葛 基 
石 。 随 着 核酸 化 学 研究 的 进展 ,Watson 和 Crick 又 提出 了 脱氧 核糖 核酸 的 双 螺 旋 模型 ,为 
充分 揭示 遗传 信息 的 传递 规律 铺 平 了 道路 。 在 蛋白 质 化 学 方面 , 继 Sumner 在 1936 年 证 
实 酶 是 蛋白 质 之 后 ,Sanger 利 用 纸 电 泳 及 层 析 技术 于 1953 年 首次 阐明 胰岛 素 的 一 级 结构 ， 
开创 了 蛋白 质 序列 分 析 的 先河 。 而 Kendrew 和 Pemutz 利用 X 射线 衍射 技术 解析 了 肌 红 
蛋白 (myoglobin) 及 血红 蛋白 (hemoglobin) 的 三 维 结构 ,论证 了 这 些 蛋 白质 在 输送 分 子 氧 
过 程 中 的 特殊 作用 ,成 为 研究 生物 大 分 子 空间 立体 构 型 的 先驱 。 为 了 解 分 子 生 物 学 进程 ， 
我 们 不 妨 来 看 一 看 以 部 分 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 和 化 学 奖 作为 纽带 的 分 子 生 物 学 发 展 
简 史 。 

1910 年 ,德国 科学 家 Kossel 因为 蛋白 质 .细胞 及 细胞 核 化 学 的 研究 而 获得 诺 贝尔 生 
理学 或 医学 奖 ,他 首先 分 离 出 腺 呆 叭 ,胸腺 喀 啶 和 组 氨 酸 。 

1959 年 , 美 籍 西班牙 裔 科学 家 S. Ochoa 发 现 了 细菌 的 多 核 苷 酸 磷酸 化 酶 ,成 功 地 合 
成 了 核糖 核酸 ,研究 并 重建 了 将 基因 内 的 遗传 信息 通过 RNA 中 间 体 翻译 成 蛋白 质 的 过 
程 。 他 和 Kornberg 分 享 了 当年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 ,而 后 者 的 主要 贡献 在 于 实现 了 
DNA 分 子 在 细菌 细胞 和 试管 内 的 复制 。 

1962 年 ,美国 科学 家 Watson 和 英国 科学 家 Crick 因为 在 1953 年 提出 DNA 的 反 向 平 
行 双 螺旋 模型 而 与 Wilkins 共享 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 , 后 者 通过 对 DNA 分 子 的 X 射线 
衍射 研究 证 实 了 Watson 和 Crick 的 DNA 模型 。 同 年 ,英国 科学 家 Kendrew 和 Perutz 由 于 
测定 了 肌 红 蛋白 及 血红 蛋白 的 高 级 结构 而 荣获 诺 贝尔 化 学 奖 。 

1965 年 ,法 国 科学 家 Jacob 和 Monod 由 于 提出 并 证 实 了 操纵 子 (operon) 作为 调节 细 
菌 细胞 代谢 的 分 子 机 制 而 与 Iwoff 分 享 了 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 除 了 著名 的 操纵 子 模 
型 以 外 ,Jacob 和 Monod 还 首次 提出 存在 一 种 与 染色 体 脱 氧 核糖 核酸 序列 相互 补 ,能 将 编 
码 在 染色 体 DNA 上 的 遗传 信息 带 到 蛋白 质 合成 场所 (细胞 质 ) 并 翻译 产生 和 蛋白质 的 信使 
核糖 核酸 , 即 mRNA 分 子 。 他 们 的 这 一 学 说 对 分 子 生物 学 的 发 展 起 了 极其 重要 的 指导 
作用 。 

1968 年 ,美国 科学 家 Nirenberg 由 于 在 破译 DNA 遗传 密码 方面 的 贡献 ,与 Holly 和 
Khorana 等 人 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。Holly 的 主要 功绩 在 于 阐明 了 酵母 丙 氨 酸 
tRNA 的 核 苷 酸 序列 ,并 证 实 所 有 tRNA 具有 结构 上 的 相似 性 ,而 Khorana 第 一 个 合成 了 核 
酸 分 子 , 并 且 人 工 复制 了 酵母 基因 。 
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1975 年 ,美国 人 Temin、Dulbecco 和 Baltimore 由 于 发 现在 RNA 肿瘤 病毒 中 存在 以 
RNA 为 模板 , 反 转 录 生 成 DNA 的 反 转 有 录 酶 而 共 常 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1980 年 ,Sanger 因 设 计 出 一 种 测定 DNA 分 子 内 核 苷 酸 序 列 的 方法 ,而 与 Gilbert 和 
Berg 分 获 诺 贝尔 化 学 奖 。Berg 是 研究 DNA 重组 技术 的 元 老 , 他 最 早 (1972) 获得 了 含有 
编码 哺乳 动物 激素 基因 的 工程 菌株 。Sanger 与 Gilbert 发 明 的 DNA 序列 分 析 法 至 今 仍 被 
广泛 使 用 ,成 为 分 子 生 物 学 最 重要 的 研究 手段 之 一 。 此 外 ,Sanger 还 由 于 测定 了 牛 胰岛 素 
的 一 级 结构 而 获得 1958 年 诺 贝尔 化 学 奖 。 

1983 年 ,美国 遗传 学 家 MeClintock 由 于 在 50 年 代 提 出 并 发 现 了 可 移动 的 遗传 因子 
(jumping gene, 或 称 mobile element) 而 获得 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1984 年 ,德国 人 Kohler、 美 国人 Milstein 和 丹麦 科学 家 Jerne 由 于 发 展 了 单 克隆 抗体 
技术 ,完善 了 极 微量 蛋白 质 的 检测 技术 而 分 享 了 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

1989 年 ,美国 科学 家 Altman 和 Cech 由 于 发 现 某 些 RNA 具有 酶 的 功能 ( 称 为 核 酶 ) 
市 共享 诺 贝尔 化 学 奖 。Bishop 和 Varmus 由 于 发 现 正 常 细胞 同样 带 有 原 癌 基 因而 分 享 当 
年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1993 年 ,美国 科学 家 Roberts 和 Sharp 由 于 在 断裂 基因 方面 的 工作 而 荣获 诺 贝 尔 生理 
学 或 医学 奖 ,美国 科学 家 Mullis 由 于 发 明 PCR 仪 而 与 第 一 个 设计 基因 定点 突变 的 Smith 
共享 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

1994 年 ,美国 科学 家 Gilman 和 Rodbell 由 于 发 现 了 G 蛋白 在 细胞 内 信息 传导 中 的 作 
用 而 分 享 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1995 年 ,美国 人 Lewis、 德 国人 Nusslein-Volhard 和 美国 人 Wieschaus 由 于 在 40 ~ 70 
年 代 先 后 独立 鉴定 了 控制 果 蝇 体 节 发 育 基因 而 分 享 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1996 年 ,澳大利亚 科学 家 Doherty 和 瑞士 人 Zinkemagel 由 于 阐明 了 T- 淋巴 细胞 的 
免疫 机 制 而 分 享 了 当年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 他 们 发 现 , 白 血 细胞 只 有 同时 识别 人 
侵 病 原 物 和 与 之 相伴 的 主要 组 织 不 相 容 抗原 ,才能 准确 识别 受 病 原 侵 害 的 细胞 并 将 其 
清除 掉 。 

1997 年 ,美国 科学 家 Pmsiner 由 于 发 现 肝 病毒 (Prion) 作 为 早老 性 痴呆 症 (CJD 综合 征 ) 
等 疾病 的 病原 并 能 直接 在 宿主 细胞 中 繁殖 传播 而 获得 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 

1999 年 ,美国 科学 家 Blobel 由 于 阐述 了 蛋白 质 在 细胞 间 的 运转 机 制 ,明确 了 信号 及 
及 信号 识别 复合 物 (signal-recognition particles,SRPS) 在 蛋白 质 跨 膜 运 转 过 程 中 的 主导 作 
用 而 获得 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

2006 年 ,美国 科学 家 Kornberg 由 于 在 揭示 真 核 细胞 转录 机 制 方面 的 杰出 贡献 获得 
诺 贝尔 化 学 奖 。 美 国 科 学 家 Fire 和 Mello 由 于 在 揭示 控制 遗传 信息 流动 的 基本 机 制 一 一 
RNA 干扰 方面 的 杰出 贡献 而 获得 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 

2009 年 , 澳 籍 美国 科学 家 E.Blackbum 由 于 揭示 了 端 粒 (telomere) 和 端 粒 酶 (telomerase) 
在 保护 染色 体 免 遭 降 解 方面 的 贡献 ,与 她 早期 的 博士 生 C.Greider 以 及 JSzostak 共同 获得 
诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 - 这 是 第 100 届 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 ,也 是 诺 贝 尔 科学 奖 史上 
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于 1-4 遗传 们 总 
传递 的 中 心 法 则 
(a) Crick 在 1954 年 
首次 提出 的 “中 心 法 
则 ”草图 ; (b) 20 世纪 
70~80 年 代 广 为 流传 
的 "中心 法 则 "示意 
图 ;(c) 进 入 21 世纪 后 
修正 的 “中 心 法 则 ” 示 
意图 。 
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第 一 次 有 两 个 女 科 学 家 同时 获奖 。 

2010 年 ,英国 科学 家 R.G.Edwards 因为 在 试管 婴儿 和 体外 授精 方面 的 杰出 研究 获得 
诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。Edwards 从 20 世纪 50 年 代 开 始 体外 授精 实验 ,长 期 得 不 到 科学 
界 和 与 论 的 支持 ,英国 医学 研究 基金 会 曾 完 全 停止 资助 该 项 目 。 获 奖 时 ,他 已 经 完全 瘫痪 ， 
他 的 夫人 在 病床 前 “告诉 " 他 这 个 迟 来 的 褒奖 。 从 1978 年 世界 上 第 一 例 试管 婴儿 至 今 已 
有 超过 400 万 “IVF babies "诞生 。 

此 外 ,Avery 等 人 (1944) 关 于 强 致 病 性 光滑 型 (S 型 ) 肺 炎 链球 菌 DNA 导致 无 毒 株 
粗糙 型 (R 型 ) 细 菌 发 生 遗 传 转 化 的 实验 , Meselson 和 Stahl(1958) 关 于 DNA 半 保 留 复 
制 的 实验 ,Crick 于 1954 年 所 提出 的 遗传 信息 传递 规律 “ ;+ ( 即 中 心 法 则 ), Yanofsky 
和 Brener (1961) 关 于 遗传 密码 三 联 子 的 设想 都 对 分 子 生物 学 的 发 展 起 了 重大 作用 ， 
将 被 永远 记 和 史册。 轩 1-5 罗列 了 从 19 世纪 50 年 代 到 21 世纪 初 现代 分 子 生 物 学 
和 遗传 学 研究 中 最 著名 的 历史 事件 ,对 这 些 事 件 的 认 知 可 能 有 助 于 读者 掌握 学 科 发 
展 方向 。 

我 国生 物 科 学 家 吴 宪 20 世纪 20 年 代 初 在 协和 医科 大 学 生化 系 与 汪 献 . 张 昌 颖 
等 人 一 道 完 成 了 蛋白 质变 性 理论 .血液 生化 检测 和 免疫 化 学 等 一 系列 有 重大 影响 的 
研究 ,成 为 我 国生 物化 学 界 的 先驱 。20 世纪 60 年 代 .70 年 代 和 80 年 代 , 我 国 科 学 
家 相继 实现 了 人 工 全 合成 有 生物 学 活性 的 结晶 牛 胰岛 素 , 解 出 了 三 方 二 锌 猪 胰 岛 素 
的 晶体 结构 ,采用 有 机 合成 与 酶 促 相 结合 的 方法 完成 了 酵母 丙 氨 酸 转移 核糖 核酸 的 
人 工 全 合成 ,在 酶 学 研究 ,蛋白质 结构 及 生物 膜 结构 与 功能 等 方面 都 有 世 所 瞩目 的 
建树 。 





| DNA 转录 、RNA 翻译 ~ 和 蛋白质 ~ 生理 功能 
(b) 

转录 
复 | DNA RNA 一 时 ”一生 白质 ~ 生理 功能 

反馈 tRNA 和 rRNA 
(©) 

转录 
名。 DNA own RNA - 翻译 _ 恒 白质 - 生理 功能 

和 反馈 A 
' 用 
小 RNA = = 非 编码 RNA 
(microRNAs) (Non-coding RNAs) 
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遗传 学 百年 大 事 记 


1865 基因 的 物质 性 
一 1871 核酸 的 发 现 
/一 1903 染色 体 是 让 传单 元 
一 1910 基因 位 二 染色体 上 
一 1913 基因 在 染色 体 上 呈 线 性 排列 | 
一 1927 遗传 学 上 的 突变 源 于 基因 的 物理 变化 | 
-二 一 1931 非 同 源 染 色 体 的 交叉 互 换 导致 基因 重组 | 
” 一 1944 DNA 是 遗传 物质 
-一 一 1945 堵 传 密码 继 码 集 白 质 
-一 一 1951 首 个 蛋白 质 测序 完成 
~ 一 一 1953 DNA 双 螺旋 结构 的 发 现 
和 ~ 一 1958 DNA 的 半 保 留 复制 
、、 一 1961 三 联 体 造 传 密码 子 的 发 现 
SR 1977 真 核 生物 的 基因 基 不 连续 性 
一 1977 完成 喀 菌 体 中 X174 DNA 序 列 测定 
一 1995 细菌 基因 组 测序 完成 
2001 人 类 基因 组 测序 完成 









1.3 分子 生物 学 主要 研 突 内容 


现代 生物 学 研究 发 现 , 所 有 生物 体 中 的 有 机 大 分 子 都 是 以 碳 原子 为 核心 ,并 以 共 价 键 
的 形式 与 氮 、 氧 、 氮 及 磷 等 以 不 同方 式 构 成 的 。 不 仅 如 此 ,一 切 生 物体 中 的 各 类 有 机 大 分 
子 都 是 由 完全 相同 的 单 体 ,如 蛋白 质 分 子 中 的 20 种 氨基 酸 、DNA 及 RNA 中 的 8 种 碱 基 
所 组 合 而 成 的 ,由 此 产生 了 分 子 生物 学 的 3 条 基本 原理 : 

(1) 构成 生物 体 各 类 有 机 大 分 子 的 单 体 在 不 同 生 物 中 都 是 相同 的 。 

(2) 生物 体内 一 切 有 机 大 分 子 的 构成 都 遵循 共同 的 规则 。 

(3) 某 一 特定 生物 体 所 拥有 的 核酸 及 蛋白 质 分 子 决定 了 它 的 属性 。 

疼 1-6 比较 了 生物 体内 各 种 大 分 子 、 亚 细胞 结构 及 原核 . 真 核 细 胞 的 大 小 ,了 解 并 熟 
记 它 们 的 相对 体积 对 于 我 们 深入 领会 分 子 生物 学 所 研究 的 生命 过 程 有 着 不 容 忽 视 的 作 
用 。 如 在 B-DNA 中 每 个 碱 基 对 中 心 距离 为 0.34 nm,DNA 双 螺 旋 的 直径 为 1.9 nm ,而 一 
个 相对 分 子 质 量 为 5.0 x 10 的 球状 蛋白 的 直径 则 为 5.0 nm, 仅 相当 于 15 ~ 20 个 碱 基 对 。 
核 小 体 (nucleosome) 由 于 外 表面 缠绕 了 146 个 碱 基 对 ,其 相对 分 子 质量 则 达到 3.0 x 10?， 
直径 为 11 nm。 负责 蛋白 质 合成 的 核糖 体 ,其 相对 分 子 质量 高 达 数 百 万 ,直径 为 20 nm 以 
上 。 在 一 个 体积 为 1 ~ 2 hm 的 细菌 细胞 内 ,多 核糖 体 确实 可 以 算是 一 个 不 小 的 工厂 了 。 

现代 分 子 生 物 学 主要 包括 如 下 四 个 方面 的 研究 : 


1.3.1 重组 DNA 技术 (基因 工程 ) 


这 是 20 世纪 70 年 代 初 兴起 的 技术 科学 ,目的 是 将 不 同 的 DNA 片段 (如 某 个 基因 或 
基因 的 一 部 分 ) 按 照 人 们 的 设计 定向 连接 起 来 ,在 特定 的 受 体 细胞 中 与 载体 同时 复制 并 得 
到 表达 ,产生 影响 受 体 细胞 的 新 的 遗传 性 状 。 严 格 地 说 ,重组 DNA 技术 并 不 完全 等 于 
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图 1-5 现代 分 子 


生物 学 和 踪 传 学 领 
域 从 1850 年 代 到 
21 世纪 补 最 著名 的 
妍 究 进展 
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图 1=60 生物 指 界 
皇 杰 成 分 的 长 度 利 
体积 比较 
(a) 生物 界 各 种 特征 性 
生物 大 分 子 . 各 种 亚 细 
胞 结构 与 细胞 及 成 人 
的 长 度 比 较 。(b) 核 酸 、 
蛋白 质 .RNA 聚合 能 、 
核 小 体 , 核 糖 体 和 人 米 
色 体 等 主要 牛 物 大 分 
子 的 体积 比较 。 
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八 八 八 八 八 八 八 
DNA Pd 

球状 蛋白 
直径 2.0 nm, 每 个 Pale A 本 ， 
碱 基 对 0.34 nm 相对 分 子 怖 是 0XIO 对 分 子 


体积 9nmXx9nmXx 16 nm 
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核 小 体 核糖 体 人 染色 体 (中 等 ) 
相对 分 子 质量 3.0X10” 相对 分 子 质量 2.5X10“ 长 5 pm 
体积 6nmx1llnmx1llnm ”体积 20nmX20nmX23nm 宽 1 hm 


(b) 


基因 工程 ,因为 后 者 还 包括 其 他 可 能 使 生物 细胞 基因 组 结构 得 到 改造 的 体系 。 重 组 DNA 
技术 是 核酸 化 学 .蛋白质 化 学 , 酶 工程 及 微生物 学 .遗传 学 .细胞 学 长 期 深入 研究 的 结晶 ， 
而 限制 性 内 切 酶 .DNA 连接 酶 及 其 他 工具 酶 的 发 现 与 应 用 则 是 这 一 技术 得 以 建立 的 关键 。 

重组 DNA 技术 有 着 广阔 的 应 用 前 景 。 首 先 , 它 可 被 用 于 大 量 生产 某 些 在 正常 细胞 代 
谢 中 产量 很 低 的 多 肽 ,如 激素 ,抗生素 , 酶 类 及 抗体 等 ,提高 产量 ,降低 成 本 ,使 许多 有 价值 
的 多 肽 类 物质 得 到 广泛 应 用 。 由 于 发 现 了 根瘤 农 杆菌 ,发 明了 植物 基因 的 舱 击 转化 法 ,用 
转基因 模式 大 规模 改良 农作物 的 抗 病 、 抗 逆 \ 抗 虫 性 ,提高 产量 改善 品质 或 用 传统 农作物 
产生 特种 资源 已 经 成 为 世界 农业 发 展 的 潮流 。 

其 次 ,重组 DNA 技术 可 用 于 定向 改造 某 些 生 物 的 基因 组 结构 ,使 它们 所 具备 的 特殊 
经 济 价值 或 功能 得 以 成 百 上 千 倍 地 提高 。 如 有 一 种 含有 分 解 各 种 石油 成 分 的 重组 DNA 
的 超级 细菌 ,能 快速 分 解 石油 ,可 用 来 恢复 被 石油 污染 的 海域 或 土壤 。 美 国 科学 家 应 用 该 
技术 构建 了 “工程 沙门 氏 菌 ”, 在 研制 避孕 疫苗 方面 取得 了 重要 进展 。 他 们 先 去 掉 沙门 氏 
菌 致 病 基因 部 分 ,再 引入 来 自 精子 的 某 些 遗传 信息 ,将 改造 后 的 细菌 送 入 肉 鼠 体内 ,发现 
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能 产生 排斥 精细 胞 的 抗体 ,使 精子 不 能 与 卵子 结合 ,从 而 达到 避孕 月 的 。 美 国 陆军 研究 发 
展 和 工程 中 心 还 从 织 网 蜘蛛 中 分 离 出 合成 蜘蛛 丝 的 基因 ,并 利用 该 基因 在 实验 室 里 生产 
蜘蛛 丝 。 他 们 将 这 一 基因 转移 到 细菌 内 ,生产 出 一 种 可 洲 性 丝 蛋 白 ,经 浓缩 后 纺 成 一 种 强 
度 超过 钢 的 特殊 纤维 。 研究 人 员 和 希望 对 该 基因 进行 修饰 ,以 生产 出 高 性 能 纤维 ,从 而 用 于 
生产 防弹 背心 .帽子 .降落伞 绳索 和 其 他 高 强度 的 轻型 装备 。 

第 三 ,重组 DNA 技术 还 被 用 来 进行 基础 研究 。 如 果 说 ,分 子 生 物 学 研究 的 核心 是 遗 
传 信息 的 传递 和 控制 ,那么 根据 中 心 法 则 ,我 们 要 研究 的 就 是 从 DNA 到 RNA ,再 到 和 蛋 日 
质 的 全 过 程 ,也 即 基 因 的 表达 与 调控 。 在 这 里 ,无 论 是 对 启动 子 的 研究 (包括 调控 元 件 或 
称 顺 式 作 用 元 件 ), 还 是 对 转录 因子 的 克隆 与 分 析 , 都 离 不 开 重组 DNA 技术 的 应 用 。 


1.3.2 ”基因 表达 调控 研究 


因为 蛋白 质 分 子 参 与 并 控制 了 细胞 的 一 切 代谢 活动 ,而 决定 蛋白 质 结构 和 合成 时 序 
的 信息 都 由 核酸 (主要 是 脱氧 核糖 核酸 ) 分 子 编码 ,表现 为 特定 的 核 苷 酸 序 列 ,所 以 基因 
表达 实质 上 就 是 遗传 信息 的 转录 和 翻译 。 在 个 体 生长 发 育 过 程 中 生物 遗传 信息 的 表达 
按 一 定 的 时 序 发 生变 化 (时 序 调节 ), 并 随 着 内 外 环境 的 变化 而 不 断 加 以 修正 (环境 调控 )。 
基因 表达 的 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 或 翻译 水 平 上 。 原 核 生物 的 基因 组 和 染色 体 结构 都 
比 真 核 生 物 简单 ,转录 和 翻译 在 同一 时 间 和 空间 内 发 生 ,基因 表达 的 调控 主要 发 生 在 转录 
水 平 。 真 核 生 物 有 细胞 核 结构 ,转录 和 翻译 过 程 在 时 间 和 空间 上 都 被 分 隔 开 , 且 在 转录 和 
翻译 后 都 有 复杂 的 信息 加 工 过 程 ,其 基因 表达 的 调控 可 以 发 生 在 各 种 不 同 的 水 平 上 。 基 
因 表 达 调 控 主 要 表现 在 信号 传导 研究 .转录 因子 研究 及 RNA 剪辑 3 个 方面 。 信 号 传导 是 
指 外 部 信号 通过 细胞 膜 上 的 受 体 蛋 白 传 到 细胞 内 部 ,并 激发 诸如 离子 通 透 性 细胞 形状 或 
其 他 细胞 功能 方面 的 应 答 过 程 。 当 信号 分 子 ( 配 体 ) 与 相应 的 受 体 作用 后 ,可 以 引发 受 体 
分 子 的 构 型 变化 ,使 之 形成 专 一 性 的 离子 通道 ,也 可 以 激活 受 体 分 子 的 蛋白 激酶 或 磷酸 酯 
酶 活性 ,还 可 以 通过 受 体 分 子 指导 合成 cCMP、cAMP .有 册 醇 三 磷酸 等 第 二 信使 分 子 。 研 究 
认为 ,信号 传导 之 所 以 能 引起 细胞 功能 的 改变 ,主要 是 由 于 信号 最 后 活化 了 某 些 蛋白 质 分 
子 , 使 之 发 生 构 型 变化 ,从 而 直接 作用 于 靶 位 点 ,打开 或 关闭 某 些 基 因 。 

转录 因子 是 能 与 基因 5' 端 上 游 特定 序列 专 一 结合 ,从 而 保证 目的 基因 以 特定 的 强度 
在 特定 的 时 间 与 空间 表达 的 蛋白 质 分 子 。 在 对 植物 的 某 些 性 状 进行 遗传 分 析 时 发 现 , 某 
些 基因 的 突变 会 影响 其 他 基因 的 表达 .。 例如 ,有 20 多 个 基因 参与 玉米 花 青 素 的 生物 合成 ， 
但 其 中 的 CI、r、pi 或 b 基因 发 生 突变 后 ,该 代谢 途径 中 的 结构 酶 基因 全 部 被 关闭 。 如 果 
Anip .Flz 或 Ubx 等 基因 发 生 突变 , 果 蝇 的 体 节 发 育 就 会 受 影响 ,身体 中 的 一 部 分 就 可 能 变 
成 相似 于 另 一 部 分 的 结构 ,因此 ,它们 是 控制 果 蝇 胚胎 早期 体 节 分 化 与 发 育 的 主要 调节 基 
因 , 它 们 所 编码 的 蛋白 是 调节 与 发 育 有 关 的 结构 基因 表达 的 总 开关 。 

真 核 基因 在 结构 上 的 不 连续 性 是 近 10 年 米 生物 学 上 的 重大 发 现 之 一 。 当 基因 转录 
成 pre-mRNA 后 ,除了 在 $' 端 加 帽 及 3' 端 加 多 (A) [poly(A)] 之 外 ,还 要 切 去 隔 开 各 个 
相 邻 编码 区 的 内 含 子 , 使 外 显 子 ( 编 码 区 ) 相 连 后 成 为 成 熟 mRNA。 研究 发 现 ,许多 基因 
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中 的 内 含 子 并 不 是 一 次 全 部 切 去 ,而 是 在 不 同 的 细胞 或 不 同 的 发 育 阶段 选择 性 剪 切 其 中 
部 分 内 含 子 ,生成 不 同 的 mRNA 及 蛋白质 分 子 。 如 降 钙 素 基 因 、 肌 原 蛋 白 基 因 和 参与 果 
蝇 体 细胞 分 化 的 dsx 基因 等 ,都 采用 选择 性 剪 切 方式 从 而 生成 不 同 功能 的 蛋白 质 。 由 于 
RNA 的 选择 性 剪 切 不 牵涉 到 遗传 信息 的 永久 性 改变 ,所 以 是 真 核 基 因 表 达 调控 中 一 种 比 
较 灵 活 的 方式 。 

在 2008 年 ,有 科学 家 把 人 的 第 21 号 染色 体 转 人 实验 小 鼠 细胞 内 ,分 析 发 现 该 染色 体 
上 的 基因 在 小 鼠 体 内 的 表达 模式 完全 模拟 了 人 体内 的 模式 ,而 不 同 于 小 鼠 中 与 之 相对 应 
的 第 16 号 染色 体 的 表达 模式 。 他 们 由 此 得 出 结论 ,基因 表达 完全 取决 于 DNA 序列 ,与 细 
胞 核 环境 及 表 观 遗传 修饰 无 关 。 


1.3.3 ”生物 大 分 子 的 结构 功能 研究 (结构 分 子 生物 学 ) 


一 个 生物 大 分 子 ,无 论 是 核酸 .蛋白质 或 多 糖 ,在 发 挥 生物 学 功能 时 ,必须 具备 两 个 前 
提 - 首先 , 它 拥有 特定 的 空间 结构 (三 维 结构 ); 其 次 ,在 它 发 挥 生 物 学 功能 的 过 程 中 必定 
存在 着 结构 和 构象 的 变化 。 结 构 分 子 生 物 学 就 是 研究 生物 大 分 子 特定 的 空间 结构 及 结构 
的 运动 变化 与 其 生物 学 功能 关系 的 科学 。 它 包括 结构 的 测定 ,结构 运动 变化 规律 的 探索 
及 结构 与 功能 相互 关系 的 建立 3 个 主要 研究 方向 。 目 前 ,最 常见 的 研究 三 维 结构 及 其 运 
动 规律 的 手段 是 X 射线 衍射 的 晶体 学 (又 称 蛋 白质 晶体 学 ), 其 次 是 用 二 维 或 多 维 核磁 共 
振 研 究 液 相 结 构 , 也 有 人 用 电镜 三 维 重 组 ,电子 衍 射 \ 中 子 衍射 和 各 种 频谱 学 方法 研究 生 
物 高 分 子 的 空间 结构 。 


1.3.4 基因 组 ,功能 基因 组 与 生物 信息 学 研究 


人 类 基因 组 全 序列 的 发 表 为 确定 基因 对 人 类 生长 发 育 和 疾病 的 预防 治疗 提供 了 一 个 
前 所 未 有 的 大 舞台 。 最 新 的 数据 表明 ,已 有 354 个 物种 ,包括 浓 椎 动物 30 个 ,植物 11 个 ， 
其 他 细菌 ,真菌 及 原生 生物 313 个 (http://www.ensembl.org), 极 大 地 丰富 了 人 类 的 知识 宝 
库 , 加 快 了 人 类 认识 自然 和 改造 自然 的 步伐 。 虽然 完成 某 一 生物 的 基因 组 计划 就 意味 着 
该 物种 所 有 遗传 密码 已 经 为 人 类 所 掌握 ,但 测定 基因 组 序列 只 是 了 解 基因 的 第 一 步 ,因为 
基因 组 计划 不 可 能 直接 阐明 基因 的 功能 ,更 不 能 预测 该 基因 所 编码 蛋白 质 的 功能 与 活性 ， 
所 以 ,并 不 能 指导 人 们 充分 准确 地 利用 这 些 基 因 的 产物 。 于 是 ,科学 家 又 在 基因 组 计划 的 
基础 上 提出 了 ”和 蛋白 组 计划 ”( 又 称 "后 基因 组 计划 ”或 “功能 基因 组 计划 ”), 旨 在 快速 ,高 
效 、 大 规模 鉴定 基因 的 产物 和 功能 。 

巨大 的 基因 组 信息 给 科学 家 带 来 了 前 所 未 遇 的 挑战 。 以 人 细胞 中 所 带 有 的 29 亿 多 
个 碱 基 对 为 例 ,一 个 人 即使 每 秒 钟 读 10 个 碱 基 , 每 天 工作 24 小 时 ,一 年 干 365 天 ,也 得 花 
10 年 时 间 才 能 把 这 些 数据 看 一 遍 , 更 不 用 说 数据 分 析 了 。 依 靠 计算 机 快速 高 效 运算 并 进 
行 统计 分 类 和 结构 功能 预测 的 生物 信息 学 就 是 在 这 样 的 背景 下 诞生 的 。 没 有 生物 信息 学 
的 知识 ,不 借助 于 最 先进 的 计算 科学 ,人 类 就 不 可 能 最 大 限度 地 开发 和 运用 基因 组 学 所 产 
生 的 庞大 数据 。 


第 1 章 绪 论 


1.4 展望 


从 20 世纪 50 年 代 初 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 模 型 至 今 , 短 短 五 六 十 年 间 ， 
生物 学 领域 里 的 变化 岂止 “沧海 鳞 田 ”所 能 形容 。 核 芽 酸 序列 测定 技术 的 迅速 进步 ,使 人 
类 基因 组 29 亿 个 碱 基 对 全 部 被 测定 ! 30 多 年 前 , 当 人 们 第 一 次 谈 到 这 个 巨大 的 项 目 时 ， 
不 免 带 有 “ 谈 虎 色 变 " 的 感觉 。X 射线 衍射 及 其 他 高 分 子 研究 技术 的 相继 问世 ,使 建立 生 
物 大 分 子 三 维 构象 库 的 梦想 成 真 ,到 目前 已 有 数 万 套 蛋 白质 构象 人 库 ;DNA 重组 技术 的 
应 用 ,使 得 基因 克隆 分 析 日 益 成 为 全 世界 数 以 万 计生 物 科 学 工作 者 手中 的 “常规 武器 "， 
近来 每 年 都 有 成 千 上 万 个 新 的 基因 序列 被 在 人 各 类 基因 文库 。 

20 世纪 中 期 以 来 ,生物 学 正在 各 个 学 科 之 间 广 泛 渗透 ,相互 促进 ,不 断 深入 和 发 展 ， 
既 从 宏观 和 微观 .最 基本 和 最 复杂 等 不 同方 向 展开 研究 ,也 从 分 子 水 平 .细胞 水 平 .个体 和 
群体 等 不 同 层 次 深入 探索 各 种 生物 学 现象 ,逐步 揭 开 生命 的 奥秘 。 生 物 学 革命 也 为 数学 、 
物理 学 .化 学 信息、 材料 与 工程 科学 提出 了 许多 新 概念 .新 问题 和 新 思路 ,促使 这 些 学 科 
在 理论 和 方法 上 得 到 发 展 。 

生命 世界 的 多 样 性 和 生命 本 质 的 一 致 性 这 个 辩证 的 统一 ,已 经 为 越 来 越 多 的 人 所 接 
受 。 尽 管 生命 过 程 在 不 同 生物 中 的 表现 形式 可 以 是 完全 不 同 的 ,但 生命 活动 的 本 质 是 高 
度 一 致 的 ,如 核酸 与 蛋白 质 一 级 结构 的 对 应 关系 ,在 整个 生命 世界 都 是 一 致 的 。 

除 极 少数 生物 体外 ,脱氧 核糖 核酸 是 地 球 上 亿 万 生灵 所 共有 的 遗传 密码 。 如 果 没 有 
这 个 统一 性 ,人 们 就 不 可 能 把 某 一 个 基因 从 A 生物 转移 到 B 生物 体内 ,得 到 表达 并 发 挥 
相同 的 功能 。 从 表面 上 看 ,动物 和 植物 是 两 个 完全 不 同 的 群体 ,它们 以 两 种 完全 不 同 的 方 
式 摄取 能 量 。 动 物 靠 的 是 氧化 磷酸 化 ,在 食物 的 氧化 过 程 中 合成 “生命 通货 ”一 一 腺 苷 
三 磷酸 (ATP), 而 植物 则 通过 光合 作用 ,将 光 能 转变 成 ATP ,以 供 生命 活动 之 需 。 其 实 , 动 、 
植物 细胞 代谢 活动 的 实质 都 是 电子 在 一 系列 受 体 蛋白 质 之 间 传 递 ,造成 膜 内 外 质子 梯度 
差 ,以 合成 ATP。 生 命 活 动 的 这 种 高 度 一 致 性 ,使 分 子 生 物 学 研究 日 益 渗透 到 生物 学 的 各 
个 领域 ,产生 了 全 面 的 影响 。 

分 子 生 物 学 .细胞 生物 学 和 神经 生物 学 被 认为 是 当代 生物 学 研究 的 三 大 主题 ,分 子 生 
物 学 的 全 面 渗透 推动 了 细胞 生物 学 和 神经 生物 学 的 发 展 。 分 子 生 物 学 研究 技术 的 发 展 ， 
几乎 完全 改变 了 科学 家 对 膜 内 外 信号 转 导 ,离子 通道 的 分 子 结构 ,功能 特性 及 运转 方式 的 
认识 。 在 突 触 部 位 神经 递 质 的 合成 .维持 .释放 及 其 作用 的 分 子 机 制 研究 上 ,最 近 10 年 所 
取得 的 进展 远 远 超过 了 以 往 几 十 年 的 总 和 。 

遗传 学 是 受 分 子 生物 学 发 展 影响 最 大 的 学 科 。 孟 德尔 著名 的 皱 皮 聋 豆 和 圆 粒 豌豆 子 
代 分 离 实验 以 及 由 此 得 到 的 遗传 规律 ,纷纷 在 近 20 年 内 得 到 分 子 水 平 上 的 解释 。 越 来 越 
多 的 遗传 学 原理 正在 被 分 子 水 平 的 实验 所 证 实 或 按 弃 ,许多 遗传 病 已 经 得 到 控制 或 矫正 ， 
许多 经 典 遗 传 学 无 法 解决 的 问题 和 无 法 破译 的 奥秘 ,也 相继 被 攻克 ,分子 遗 传 学 已 成 为 人 
类 了 解 .阐明 和 改造 自然 界 的 重要 武器 之 一 。 
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分 类 和 进化 研究 是 生物 学 中 最 古老 的 领域 ,它们 同样 由 于 分 子 生物 学 的 渗透 而 获得 
了 新 生 。 过 去 研究 分 类 和 进化 .主要 依靠 生物 体 的 形态 ,并 辅 以 生理 特征 ,来 探讨 生物 间 
亲缘 关系 的 远近 - 现在 ,反映 不 同 生命 活动 中 更 为 本 质 的 核酸 .蛋白质 序列 问 的 比较 ,已 
被 大 量 用 于 分 类 和 进化 的 研究 。 由 于 核酸 技术 的 进步 ,科学 家 已 经 可 能 从 已 灭绝 的 化 石 
里 提取 极为 微量 的 DNA 分 子 , 并 进行 深入 的 研究 ,以 此 确证 这 些 生物 在 进化 树 上 的 地 位 。 

分 子 生物 学 还 对 发 育 生物 学 研究 产生 了 巨大 的 影响 。 人 们 早 就 知道 ,个 体 生长 发 育 
所 需 的 全 部 信息 都 是 储存 在 DNA 序列 中 的 ,如 果 受 精 卵 中 的 遗传 信息 不 能 按照 一 定 的 时 
空 顺序 表达 ,个 体 发 育 规律 就 会 被 打 乱 ,高 度 有 序 的 生物 世界 就 不 复 存在 。 大 量 分 子 水 平 
的 实验 证 明 , 非 编码 RNA (包括 miRNA 和 siRNA) 在 动 植 物 个 体 发 育 过 程 中 发 挥 了 举 足 
轻重 的 作用 。2006 年 ,有 科学 家 将 四 个 转录 调控 因子 基因 导入 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 中 ， 
成 功 获得 了 在 表 型 .生长 特性 .基因 表达 和 分 化 潜能 等 方面 均 与 小 鼠 胚 胎 干 细胞 高 度 相似 
的 诱导 性 多 能 干细胞 (induced pluripotent:stem cells, 称 为 iPS 细胞 )。 预 计 这 些 领 域 的 研 
究 将 为 发 育 生物 学 带 来 一 场 新 的 革命 。 

生命 活动 的 一 致 性 决定 了 21 世纪 的 生物 学 将 是 真正 的 系统 生物 学 (systems biology)， 
是 生物 学 范围 内 所 有 学 科 在 分 子 水 平 上 的 统一 。 以 基因 组 学 .转录 组 学 .蛋白质 组 学 以 及 
代谢 组 学 等 不 同 层次 “组 学 " 的 最 新 成 果 为 基础 的 系统 生物 学 是 研究 生物 系统 中 所 有 组 
成 成 分 (基因 、mRNA .蛋白质 等 ) 的 变化 规律 以 及 在 特定 遗传 或 环境 条 件 下 相互 关系 的 学 
科 。 由 于 分 子 生物 学 ,生物 化 学 及 生物 物理 学 的 影响 ,大 量 物 理 , 化 学 工作 者 进入 生物 学 
领域 , 既 有 力 地 推动 了 生命 科学 的 发 展 ,也 极 大 地 影响 了 这 两 个 学 科 的 发 展 。 因 此 ,分 子 
生物 学 不 仅 是 目前 自然 科学 中 进展 最 迅速 .最 具 活 力 和 生气 的 领域 ,也 是 新 世纪 的 带头 学 
科 。 愿 有 志 于 生命 科学 研究 的 莘 莘 学 子 及 广大 青年 朋友 们 ,早日 掌握 分 子 生 物 学 的 原理 
和 核心 内 容 , 为 人 类 文明 和 社会 进步 做 出 新 贡献 ! 


思考 题 


- 简 述 孟 德尔 ,摩尔 根 和 Watson 等 人 对 分 子 生 物 学 发 展 的 主要 贡献 。 

. 写 出 DNA .RNA .mRNA 和 siRNA 的 英文 全 名 。 

试 述 “ 有 其 父 必 有 其 子 " 的 生物 学 本 质 。 

早期 主要 有 哪些 实验 证 实 DNA 是 遗传 物质 ? 写 出 这 些 实验 的 主要 步 驯 。 
. 定义 重组 DNA 技术。 

. 说 出 分 子 生物 学 的 主要 研究 内 容 。 

. 你 认为 本 世纪 初叶 分 子 生 物 学 将 在 哪些 领域 取得 进展 ? 

. 通过 对 本 章 的 学 习 , 科 学 家 的 哪些 品质 最 使 你 受到 感动 ? 
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很 久 以 前 ,人 们 就 知道 所 有 生命 体 都 具备 代 代 相 传 的 本 领 。 然 而 ,生物 遗传 的 物质 基 
础 是 什么 ? 或 者 说 ,什么 因素 决定 了 生物 遗传 呢 ? 现代 遗传 学 ,尤其 是 分 子 生 物 学 的 研 
究 证 实 , 脱 氧 核糖 核酸 ,简称 DNA ,控制 了 生物 的 性 状 遗 传 (也 有 以 核糖 核酸 一 一 RNA 作 
为 遗传 物质 的 ,如 部 分 病毒 和 类 病毒 )。 无 论 DNA 或 RNA, 都 是 以 核 苷 酸 (nucleotide) 为 
基本 结构 单位 ,由 许 许多 多 个 核 苷 酸 通过 3',5'- 磷酸 二 酯 键 连 接 形成 链 状 的 生物 大 分 子 。 
每 个 核 苷 酸 又 由 磷酸 、 核 糖 ( 又 称 友 精 ) 和 碱 基 3 部 分 组 成 四 31。 核 苷 酸 可 进一步 分 解 
成 核 苷 (nucleoside) 和 磷酸 , 核 车 再 进一步 分 解 成 核糖 和 碱 基 (base)。 核 酸 中 的 核糖 有 两 
类 :D-2'- 脱氧 核糖 (D-2'-deoxyribose) 和 D- 核糖 (D-ribose)。 核 酸 就 是 根据 所 含 核糖 种 
类 不 同 而 分 为 脱氧 核糖 核酸 (DNA) 和 核糖 核酸 (RNA)。 组 成 DNA 分 子 的 碱 基 只 有 4 种 ， 
即 腺 嘲 叭 (A)、 鸟 味 叭 (C) ,胸腺 喀 啶 (T) 和 胞 喀 啶 (C)。RNA 中 的 碱 基 有 4 种 ,其 中 3 种 与 
DNA 中 的 相同 ,只 是 用 尿 喀 啶 (U) 代 替 了 胸腺 喀 啶 (T)。| 委 2-2 是 存在 于 DNA 和 RNA 分 
子 中 的 5 种 含 氮 碱 基 的 结构 式 。 


图 2-1 核 任 酸 的 
组 成 与 结构 
核 苷 的 节 位 和 3' 位 都 
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022 第 2 章 染色 体 与 DNA 


2.1 染色 体 


2.1.1 ”染色体 概述 


由 于 亲 代 能 够 将 自己 的 遗传 物质 DNA 以 染色 体 (chromosome) 的 形式 传 给 子 代 ,保持 
了 物种 的 稳定 性 和 连续 性 ,因此 ,人 们 普遍 认为 染色 体 在 遗传 上 起 着 主要 作用 。 染 色 体 包 
括 DNA 和 和 蛋白 质 两 大 部 分 。 同 一 物种 内 每 条 染色 体 所 带 DNA 的 量 是 一 定 的 ,但 不 同 染 
色 体 或 不 同 物种 之 间 变 化 很 大 ,从 上 百 万 到 几 亿 个 核 苷 酸 不 等 。 人 X 染色 体 就 带 有 1.28 亿 
个 核 苷 酸 对 ,而 YY 染色 体 只 带 有 0.19 亿 个 核 苷 酸 对 ' 专 2-0。 此 外 ,组 成 染色 体 的 蛋白 质 (组 
蛋白 和 非 组 蛋白 ) 种 类 和 含量 也 是 十 分 稳定 的 。 由 于 细胞 内 的 DNA 主要 在 染色 体 上 ,所 
以 说 遗传 物质 的 主要 载体 是 染色 体 。 


表 2-1 人 类 基因 组 各 条 染色 体 中 碱 基 对 数量 和 推导 的 功能 基因 数量 对 照 “ 


染色 体 编号 长 度 /Mbp 估计 的 基因 数 
1 220 3 453 
2 240 2 954 
3 200 2 427 
4 186 1 861 
5 182 2 136 
6 172 2 257 
7 146 1 831 
8 146 1 560 
9 113 1 537 
10 130 1653 
11 132 2185 
12 134 1861 
13 99 1032 
14 87 1 283 
15 80 1 198 
16 75 1421 
17 78 1 545 
18 79 826 
19 58 1675 
20 61 986 
21 33 449 
22 36 835 

128 1 465 
Y 19 210 
总 长 2 834 38 640 


* 根据 Science (2001)291:1 304--1 351 
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疼 2-3 大 肠 杆菌 
细胞 中 基因 组 DNA 
的 电镜 显 微 照片 
箭头 所 示 处 为 球状 质 
粒 DNA, 各 种 白斑 或 
黑 班 为 样品 礁 备 中 产 
生 的 假象 
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19 世纪 中 叶 ,细胞 生物 学 家 首先 在 光学 显微镜 下 看 到 了 细胞 这 个 生命 的 基本 单 
位 ' 专 22) ,他们 不 但 记录 了 真 核 细 胞 分 裂 的 全 过 程 ,发 现 了 细胞 质 与 细胞 核 之 间 的 界限 ， 
还 在 细胞 分 裂 时 观察 到 存在 于 细胞 核 中 的 棒状 可 染色 结构 ,并 将 其 命名 为 染色 体 。 一 般 
说 来 ,只 有 在 细胞 有 丝 分 裂 过 程 中 ,人 们 才能 在 光学 显微镜 下 观察 到 这 些 结构 。 


表 2-2 原核 和 真 核 细胞 特征 分 析 











特征 诛 核 细胞 真 核 细胞 

体积 小 (1~10 bm) 较 大 (5 ~ 100 pm) 

基因 组 DNA 与 非 组 红 身 相 结 合 ,基因组 位 十 类 核 中 DNA 与 组 级 和 白 及 非 组 丝 白 结合 形成 染色 体 

细胞 分 错 形 式 列 殖 或 出 芽 有 丝 分 烈 和 闫 数 分 烈 

外 膜 包 被 的 细胞 器 。 无 线粒体 .叶绿体 ,内 质 网 .高 尔 基体 等 

能 量 代谢 无 线 术 体 , 氧 化 还 原 酶 系统 位 于 细胞 质 膜 上 ”氧化 还 原 酶 系统 位 于 线粒体 中 ,能 量 代谢 途径 
之 问 差异 较 小 

细胞 骨架 无 由 微 管 .中间 纤维 和 肌 动 纤维 等 形成 复杂 的 细 
胞 骨架 

细胞 间 的 运动 无 原生 质 体 流动 或 胞 饮 


染色 体位 于 真 核 细胞 核 的 核 仁 内 ,是 极 细微 的 线性 构造 ,因为 它 控 制 了 生命 遗传 ,所 
以 人 们 又 称 之 为 “生命 之 线 "。 当 细胞 分 型 时 ,每 一 条 染色 体 都 复制 生成 一 条 与 母 链 完全 
一 样 的 子 链 , 形 成 同 源 染 色 体 对 。 一 般 说 来 ,染色 体 只 有 在 细胞 有 丝 分 裂 过 程 中 , 才 可 在 
光学 显微镜 下 观察 到 。 而 在 细胞 生活 周期 中 占 较 长 时 间 的 分 裂 间 期 ,染色 体 以 较 细 且 松 
散 的 染色 质 形式 存在 于 细胞 核 中 。 非 分 裂 期 的 细胞 核 经 低 渗 处 理 , 溶 胀 破裂 后 释放 出 染 
色 质 ,在 电子 显微镜 下 呈 纤 维 串 珠 状 的 长 丝 ,包括 有 DNA 双 螺 旋 的 长 臂 及 部 分 蛋白 质 。 

真 核 与 原核 细胞 染色 体 除 了 外 观 结构 不 同 之 外 ,它们 在 细胞 内 的 存在 方式 也 不 同 。 
细菌 染色 体外 应 着 稀 朴 的 蛋白 质 ,这 些 蛋 白质 有 些 与 DNA 的 折合 有 关 , 另 一 些 则 参与 
DNA 复制 .重组 及 转录 过 程 。 真 核 细胞 的 染色 体 中 ,DNA 与 蛋白 质 完全 融合 在 一 起 ,其 
蛋白 质 与 相应 DNA 的 质量 比 约 为 2 : 1。 这 些 蛋 白质 ,包括 组 蛋白 和 非 组 蛋白 ,在 染色 
体 的 结构 中 起 着 重要 作用 。 这 样 ,DNA .组 强 白 和 非 组 蛋白 及 部 分 RNA (主要 是 尚未 完 
成 转录 而 仍 与 模板 DNA 相连 接 的 那 








些 RNA, 其 含量 不 到 DNA 的 10%) 组 
成 了 染色 体 。 

因为 原核 生物 没有 真正 的 细胞 
核 ,DNA 一 般 位 于 一 个 类 似 “ 核 ”的 结 
构 一 一 称 为 类 核 体 上 。 细 菌 DNA 是 一 
条 相对 分 子 质量 在 10? 左右 的 共 价 . 闭 
合 双 链 分 子 , 通 常 也 称 为 染色 体 图 2-3)。 
虽然 快速 生长 期 内 的 大 肠 杆菌 可 以 有 











几 条 染色 体 ,但 一 般 情况 下 只 含有 一 
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条 染色 体 。 因 此 ,大 肠 杆菌 和 其 他 原核 细胞 都 是 单 倍 的 。 

原核 生物 DNA 的 主要 特征 :原核 生物 中 一 般 只 有 一 条 染色 体 日 大 都 带 有 单 拷 贝 基因 ， 
只 有 很 少数 基因 (如 TRNA 基因) 是 以 多 拷贝 形式 存在 的 ;整个 染色 体 DNA 几乎 全 部 由 功 
能 基因 与 调控 序列 所 组 成 ;几乎 每 个 基因 序列 都 与 它 所 编码 的 蛋白 质 序 列 旦 线性 对 应 状态 。 


2.1.2 ” 真 核 细胞 染色 体 的 组 成 


真 核 细 胞 都 有 明显 的 核 结 构 , 除 了 性 细胞 以 外 , 真 核 细胞 的 染色 体 都 是 二 倍 体 , 而 性 
细胞 即 生殖 细胞 的 染色 体 数 目 是 体 细胞 的 一 半 , 故 称 为 单 倍 体 。 在 二 倍 体 阶 段 ,每 个 基因 
都 有 两 个 拷贝 ,其 中 的 一 个 拷贝 会 通过 配子 (gamete), 即 性 细胞 (精子 或 卵子 ) 从 亲本 传 到 
子 代 。 精 .卵细胞 结合 形成 合子 (zygote), 也 称 受 精 卵 , 它 包 含 了 从 父母 本 来 的 各 一 个 拷 
贝 的 所 有 基因 ,从 而 创造 了 一 个 新 生 的 二 倍 体 。 在 这 个 新 的 个 体内 ,基因 的 一 个 拷贝 来 自 
父 本 , 另 一 个 拷贝 来 自 母 本 。 

作为 遗传 物质 ,染色 体 具有 如 下 特征 :中 分 子 结构 相对 稳定 ;@@ 能 够 自我 复制 ,使 亲子 
代 之 间 保 持 连 续 性 ;@ 能 够 指导 蛋白 质 的 合成 ,从 而 控制 整个 生命 过 程 ;多 能 够 产生 可 得 
传 的 变异 。 

表 2-3 给 出 了 部 分 动 ` 植 物 细 胞 内 的 染色 体 数目 , 表 2-4 是 几 种 噬菌体 的 基因 组 
DNA 和 病毒 颗粒 大 小 比较 。 


表 2-3 部 分 动 . 秆 物 细胞 内 染色 体 数 





单 倍 体 单 倍 体 
物种 染色 体 数 物种 染色 体 数 
人 a 线虫 11/12 (M/F) 
狂 猴 21 酵母 8~16 
牛 30 绿 葆 10 左右 
狗 39 洋葱 8 
猪 19 大 麦 7 
马 32 水 稻 12 
家 鼠 20 玉米 10 
大 也 21 龙头 花 8 
荷兰 猪 32 显 苘 12 
免 22 烟草 24 
鸡 39 菜豆 11 
鳄鱼 16 松树 12 
蛙 13 了 豆 豆 7 
鲜 色 52 马 铃 莫 24 








注 : 有 些 生物 染色 体 数 并 不 固定 ,有 些 生物 肉 、 维 个 休 问 妇 色 休 数 不 同 。 
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表 2-4 部 分 叭 菌 体 基因 组 DNA 及 病 志 颗粒 大 小 比较 


病毒 DNA 的 长 度 /bp DNA 的 长 度 /nm 病毒 烽 粒 的 长 度 /nm 
中 X174 5 386 1 939 25 
于 了 39 936 14 377 78 
入 (lambda) 48 502 17 460 190 
T4 168 889 60 800 210 


由 于 真 核 细胞 DNA 相对 分 子 质量 一 般 大 大 超过 原核 生物 ,其 染色 体 也 常常 为 大 量 蛋 
白质 及 核 膜 所 包围 , DNA 的 转录 和 翻译 是 在 不 同 的 空间 和 时 间 上 进行 的 ,所 以 其 基因 表 
达 的 调控 不 仅 与 DNA 的 序列 有 关 , 而 且 也 与 染色 体 的 结构 有 关 。 下 面 我 们 来 详细 介绍 一 
下 真 核 细胞 染色 体 的 组 成 。 

1. 蛋白 质 

染色 体 上 的 蛋白 质 主要 包括 组 蛋白 和 非 组 蛋白 。 组 蛋白 是 染色 体 的 结构 蛋白 , 它 与 
DNA 组 成 核 小 体 。 通 常 可 以 用 2 mol/L NaCl 或 0.25 mol/L 的 HCVH2SO, 处 理 染 色 质 使 组 
蛋白 与 DNA 分 开 , 然 后 再 用 离子 交换 柱 层 析 分 离 。 根 据 其 凝 胶 电 泳 性 质 可 以 把 组 蛋白 分 
为 Hi .HA 、HB、H; 及 H。 这 些 组 蛋白 都 含有 大 量 的 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 ,其 中 H,、H, 富 含 精 
氨 酸 ,H, 富 含 赖 氨 酸 ;HA .HB 介 于 两 者 之 间 。 它 们 的 理化 特性 见 表 2-5。 


表 2-5 真 核 细胞 染色 体 上 的 组 盘 白 成 分 分 析 
相对 分 子 氨基 酸 分 离 难 


种 类 质量 数目 易 度 各 4 作 比例 位 置 
H, 21 000 223 易 不 保守 0.5 接头 
HA 14 500 129 较 难 较 保 守 1 核心 
HB 13 800 125 较 难 较 保守 1 核心 
H， 15 300 135 最 难 最 保守 1 核心 
H, 11 300 102 最 难 最 保守 1 核心 
组 蛋白 具有 如 下 特性 : 


(1) 进化 上 的 极端 保守 性 ”不同 种 生物 组 蛋白 的 氨基 酸 组 成 是 十 分 相似 的 ,特别 是 
H;、Hs。 牛 、 猪 .大 鼠 的 H, 氨基 酸 序列 完全 相同 。 牛 的 H, 序列 与 豌豆 序列 相 比 只 有 两 个 
氨基 酸 的 差异 ( 怠 豆 H 中 的 异 竞 氨 酸 “一统 氨 酸 “, 精 氨 酸 ”一 赖 氨 酸 “)。H; 的 保守 
性 也 很 强 ,鲤鱼 与 小 牛 胸腺 的 Hs 只 差 一 个 氨基 酸 ,小 牛 胸腺 与 豆 苗 Hs 只 差 4 个 氨基 酸 。 
HA .HB 的 变化 相对 大 些 ,H, 的 变化 则 更 大 。H; 及 H, 在 氨基 酸 组 成 上 的 极端 保守 性 表明 ， 
它们 可 能 对 稳定 真 核 生 物 的 染色 体 结构 起 重要 作用 。 

(2) 无 组 织 特异 性 ”到 目前 为 止 , 仅 发 现 乌 类 、 鱼 类 及 两 栖 类 红细胞 染色 体 不 含 HB 而 
带 有 Hs, 精 细胞 染色 体 的 组 蛋白 是 鱼 精 蛋白 这 两 个 例外 。 

(3) 肽 链 上 氨基 酸 分 布 的 不 对 称 性 ” 碱 性 氨基 酸 集 中 分 布 在 N 端的 半 条 链 上 。 例如 ， 
Hs N 端的 半 条 链 上 净 电 荷 为 +16,C 端 只 有 +3 ,大 部 分 琉 水 基 团 都 分 布 在 C 端 。 这 种 不 
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对 称 的 分 布 可 能 与 它们 的 功能 和 相互 作用 有 关 。 碱 性 的 半 条 链 易 与 DNA 的 负电 荷 区 结 
合 ,而 另外 半 条 链 与 其 他 组 蛋白 非 组 蛋白 结合 。 表 2-6 比较 了 不 同 组 蛋白 分 子 中 赖 氨 酸 
和 精 氨 酸 含量 。 


表 2-6 不 同 组 重 白 分 子 中 所 念 的 碱 性 氨基 酸 比 较 ( 占 氨基 酸 总 数 的 允 ) 





碱 性 氨基 酸 H, HA H,B H, H, 
赖 氨 酸 29.5 10.9 16.0 9.6 10.8 
精 氨 酸 1.3 9.3 6.4 13.3 137 


(4) 组 蛋白 的 修饰 作用 包括 甲 基 化 .乙酰 化 、 磷 酸化. 泛 素 化 及 ADP 核糖 基 化 等 。 
在 几 种 组 蛋白 中 以 H;、H, 的 修饰 作用 比较 普遍 ' 身 2, 并 且 以 甲 基 化 、 乙 酰 化 修饰 为 主 ， 
HA 、H:B 能 发 生 泛 素 化 和 乙酰 化 修饰 ,H, 有 泛 素 化 和 磷酸 化 修饰 。 修 饰 作用 只 发 生 在 细 
胞 周期 的 特定 时 间 和 组 蛋白 的 特定 位 点 上 。 

甲 基 化 可 发 生 在 组 蛋白 的 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 残 基 上 ,而且 赖 氨 酸 残 基 能 够 发 生 单 、 双 、 
三 甲 基 化 ,而 精 氨 酸 残 基 能 够 单 . 双 甲 基 化 ,这 些 不 同 程度 的 甲 基 化 极 大 地 增加 了 组 蛋白 
修饰 和 调节 基因 表达 的 复杂 性 。 组 蛋白 的 甲 基 化 与 基因 激活 和 与 基因 沉默 相关 ,与 其 他 
修饰 相 比 , 组 蛋白 的 甲 基 化 修饰 方式 是 比较 稳定 的 。 

组 蛋白 乙酰 化 主要 发 生 在 核心 组 蛋白 上 ,在 含有 活性 基因 的 DNA 结构 域 中 ,乙酰 化 
程度 更 高 ,H, 和 H, 乙酰 化 程度 大 于 HA 和 HB。 乙酰 化 的 主要 位 点 分 布 在 H, 和 H 的 
N 端 比较 保守 的 赖 氨 酸 位 置 上 。 乙 酰 化 修饰 是 由 组 蛋白 乙酰 转移 酶 和 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 
协调 进行 ,实现 乙酰 化 水 平 的 动态 平衡 - 组 蛋白 乙酰 化 呈现 多 样 性 , 核 小 体 上 有 多 个 位 点 
可 提供 乙酰 化 位 点 ,但 特定 基因 部 位 的 组 蛋白 乙酰 化 和 去 乙酰 化 是 以 一 种 非 随机 的 、 位 置 
特异 的 方式 进行 ,可 能 通过 对 组 蛋白 电荷 以 及 相互 作用 蛋白 的 影响 ,来 调节 基因 转录 水 
平 。 乙 酰 化 / 去 乙酰 化 修饰 影响 染色 质 结 构 和 基因 活化 ,高 乙酰 化 水 平 会 使 转录 活化 ; 低 
乙酰 化 则 抑制 转录 。 组 蛋白 的 乙酰 化 去 乙酰 化 修饰 还 参与 DNA 修复 .拼接 .复制 ,染色 
体 的 组 装 , 以 及 细胞 的 信号 转 导 ,与 某 些 疾病 的 形成 密切 相关 。 





邻 雪 A 生命 分 全 
N 一 ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAP 
2 4 910 14 1718 23 262728 
信人 当 全 二 党 党 依 CH ) 
SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGIT 
135 8 12 16 20 
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C 其 一 人 瑟 乙酰 化 
1 人 争 甲 基 化 
全 磷酸 化 
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组 蛋白 的 泛 素 化 修饰 位 点 为 高 度 保 宁 的 赖 氨 酸 残 基 , 但 与 经 典 的 蛋白 质 泛 素 调节 途 
径 不 同 , 不 会 导致 蛋白 质 的 降解 ,但 是 能 够 招募 核 小 体 到 染色 体 ,参与 X 染色 体 的 失 活 ， 
影响 组 蛋白 的 甲 基 化 和 基因 的 转录 . 

这 些 组 蛋白 的 修饰 通过 影响 组 蛋白 与 DNA 双 链 的 亲 和 性 ,从 而 改变 染色 质 的 疏松 或 
凝集 状态 ,或 通过 影响 转录 因子 与 结构 基因 启动 子 的 亲 和 性 来 发 挥 基因 调控 作用 。 这 些 
修饰 之 间 存 在 协同 和 级 联 效应 ,更 为 灵活 地 影响 染色 质 的 结构 与 功能 ,通过 多 种 修饰 方式 
的 组 合 发 挥 其 调控 功能 。 

(5) 富 含 赖 氨 酸 的 组 蛋白 H。 从 该 组 蛋白 的 氨基 酸 成 分 来 看 ,除了 富 含 赖 氨 酸 (24%) 
以 外 ,还 富 含 丙 氨 酸 (16%)、 丝 氨 酸 (13%) 及 精 氨 酸 (11%)。 从 鸟 类 两栖 类 及 鱼 类 红细胞 
分 离 的 Hs 都 具有 种 特异 性 ,从 氨基 酸 序列 分 析 看 , 它 与 H 并 无 明显 的 亲缘 关系 。 有 核 的 
红细胞 完全 失去 复制 和 转录 的 能 力 ,其 核 很 小 ,染色 质 高 度 浓缩 ,所 以 人 们 认为 红细胞 染 
色 质 的 失 活 与 Hs 的 积累 有 关 。 但 是 ,在 成 红细胞 中 也 有 相当 数量 的 Hs;。 有 证 据说 明 , 很 
可 能 H; 的 磷酸 化 在 染色 质 失 活 过 程 中 起 重要 作用 。 

染色 体 上 除了 存在 大 约 与 DNA 等 量 的 组 蛋白 以 外 ,还 存在 大 量 的 非 组 蛋白 。 非 组 蛋 
白 占 组 蛋白 总 量 的 60% ~ 70%, 它 的 种 类 很 多 ,有 20 ~ 100 种 ,其 中 常见 的 有 15 ~ 20 种 。 
它们 的 相对 分 子 质量 在 1.5 x 10' ~ 1.8 x 10'"。 非 组 蛋白 包括 酶 类 (如 RNA 聚合 酶 ), 与 细 
胞 分 裂 有 关 的 收缩 蛋白 .骨架 蛋白 , 核 孔 复合 物 蛋 白 以 及 肌 动 蛋白 、 肌 球 蛋白 . 微 管 蛋白 、 
原 肌 和 蛋白 等 ,它们 也 可 能 是 染色 质 的 结构 成 分 。 

(1) HMG 蛋白 (high mobility group protein) ”这 是 一 类 能 用 低 盐 (0.35 molL NaCl) 溶液 
抽 提 、 能 溶 于 2% 三 氧 乙酸 、 相 对 分 子 质量 都 在 3.0 x 10* 以 下 的 非 组 蛋白 。 因 其 相对 分 子 
质量 小 ,在 凝 胶 电泳 中 迁移 速度 快 而 得 名 。 其 中 HMG1 及 HMG2 的 相对 分 子 质量 分 别 为 
2.75 x 10* 和 2.6 x 10', 富 含 赖 氮 酸 、 精 氨 酸 , 谷 氮 酸 和 天 冬 氨 酸 。 这 类 蛋白 的 特点 是 能 与 
DNA 结合 ,也 能 与 H, 作用 ,但 都 很 容易 用 低 盐 溶液 抽 提 ,说 明 它 们 与 DNA 的 结合 并 不 牢 
固 。 现 在 一 般 认 为 这 类 蛋白 可 能 与 DNA 的 超 螺旋 结构 有 关 。 

(2) DNA 结合 蛋白 ”用 2 moyL NaCl 除去 全 部 组 蛋白 和 70% 的 非 组 蛋白 后 ,还 有 一 
部 分 非 组 蛋白 紧 紧 地 与 DNA 结合 在 一 起 ,只 有 用 2 mol/L NaCl 和 5 molL 尿素 才能 把 这 
些 蛋 白 解 离 。 它 们 是 一 些 相 对 分 子 质量 较 低 的 蛋白 质 , 约 占 非 组 蛋白 的 20% ,染色 质 的 
8%。 它 们 可 能 是 一 些 与 DNA 的 复制 或 转录 有 关 的 酶 或 调节 物质 。 

(3) A24 非 组 蛋白 ”有 科学 家 用 0.2 mol/L 硫酸 从 小 鼠 肝 中 分 离 到 一 种 称 为 A24 的 
非 组 蛋白 。 这 种 蛋白 的 溶解 性 质 与 组 慢 白 相似 。 和 氨基 酸 序列 测定 发 现 A24 的 C 端 与 
HsA 相同 ,但 它 有 两 个 N 端 ,一 个 N 端的 序列 与 H,A 相同 , 另 一 个 N 端 与 泛 蛋 白 相 同 ， 
是 在 HA 的 119 位 赖 氨 酸 的 s-NH: 上 附加 上 去 的 多 肽 。 它 与 HA 差不多 大 小 , 呈 酸 性 ， 
含有 较 多 的 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 。A24 的 总 量 大 约 是 HA 的 1% ,位 于 核 小 体内 ,功能 
不 详 。 

2. 真 核 生 物 基因 组 DNA 

真 核 细 胞 基因 组 的 最 大 特点 是 它 含 有 大 量 的 重复 序列 ,而 且 功 能 DNA 序列 大 多 被 不 


第 2 章 染色 体 与 DNA 


编码 蛋白 质 的 非 功能 DNA 所 隔 开 .我 们 把 一 种 生物 单 倍 体 基因 组 DNA 的 总 量 称 为 C 值 (C 
value)。 在 真 核 生物 中 ,C 值 一 般 是 随 生物 进化 而 增加 的 ,高 等 生物 的 C 值 一 般 大 于 低 等 
生物 ,这 很 容易 被 高 等 生物 需要 蝎 多 的 基因 来 控制 性 状 所 解释 -然而 ,进一步 的 实验 发 现 ， 
某 些 两 栖 类 的 C 值 甚至 比 哺乳 动物 还 大 ,而 在 两 栖 类 中 C 值 的 变化 也 很 大 ,可 相差 100 
倍 '42-5), 这 就 是 著名 的 “C 值 反常 现象 (C-value paradox)”, 也 称 C 值 滩 误 。 它 是 指 C 值 
往往 与 种 系 进化 的 复杂 程度 不 一 致 , 某 些 低 等 生物 却 具有 较 大 的 C 值 。 如 果 这 些 DNA 都 
是 编码 蛋白 质 的 功能 基因 ,那么 ,很 难 想象 在 两 个 相近 的 物种 中 ,它们 的 基因 数目 会 相差 
100 倍 。 由 此 推断 ,许多 DNA 序列 可 能 不 编码 蛋白 质 ,是 没有 生理 功能 的 。 根 据 对 DNA 
的 动力 学 研究 。 真 核 细 胞 DNA 序列 大 致 上 可 被 分 为 3 类 : 











(1) 不 重复 序列 ”在 单 倍 体 基 因 组 里 ,这 些 序列 一 般 只 有 一 个 或 几 个 拷贝 , 它 占 DNA 
总 量 的 40% ~ 80% ,如 牛 细 胞 中 占 55%, 小 鼠 中 占 70% , 果 蝇 中 占 79%。 不 重复 序列 长 
750 ~ 2 000 bp ,相当 于 一 个 结构 基因 的 长 度 。 实 际 上 结构 基因 基本 上 属于 不 重复 序列 ,如 
蛋清 蛋白 、 短 的 丝 心 蛋白 .血红 蛋白 和 珠 蛋 白 等 都 是 单 拷贝 基因 。 

单 拷贝 基因 通过 基因 扩 增 仍 可 合成 大 量 的 蛋白 质 ,如 一 个 每 丝 心 蛋白 基因 可 作为 模 
板 合成 10 个 丝 心 蛋白 mRNA ,每 个 mRNA 可 存活 4 d, 共 合成 10 个 丝 心 蛋白 ,这 样 ,在 
几 天 之 内 ,一 个 单 拷 贝 丝 心 蛋白 基因 就 可 以 合成 10? 个 丝 心 蛋白 分 子 。 这 种 放大 作用 特 
别 是 第 二 步 放 大 作用 对 单 拷贝 基因 来 说 是 十 分 重要 的 -。 
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图 2-5 各 种 牛 物 
细胞 内 DNA 总 量 
比较 

(a) 同类 生物 不 同 种 属 
之 间 DNA 总 量变 化 
很 大 ; (b) 从 编码 每 类 
生物 所 需要 DNA 量 
的 最 低 值 看 ,生物 细胞 
中 的 CC 值 具有 从 低 等 
生物 到 高 等 生物 逐渐 
增加 的 趋势 


029 


图 2-6 非洲 爪 螃 
的 rRNA 基因 结构 
意图 
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(2) 中 度 重复 序列 ”这 类 序列 的 重复 次 数 为 10 ~ 10 , 占 总 DNA 的 10% ~ 40% ,如 小 
鼠 中 占 20% , 果 蝇 中 占 15%, 各 种 rRNA 、tRNA 以 及 某 些 结构 基因 如 组 蛋白 基因 等 都 属于 
这 一 类 。 

28S.5.8S 及 18SrRNA 基 因 : 非 洲 爪 蟾 的 18S.5.8S 及 28 SrRNA 基 因 是 连 在 一 起 的 ， 
它们 中 间隔 着 不 转录 的 间隔 区 ,这 些 18 S、5.8 S 及 28 S rRNA 基因 及 间隔 区 组 成 的 单位 在 
DNA 链 上 串联 重复 约 5 000 次 (外 ,用 原 位 杂交 方法 证 实 这 些 基因 位 于 染色 体 的 核 仁 组 
织 者 区 。 不 转录 的 间隔 区 是 由 21 ~ 100 个 碱 基 对 组 成 的 类 似 卫星 DNA 的 串联 重复 序列 。 
在 许多 动物 的 卵细胞 形成 过 程 中 这 些 基因 可 进行 几 千 次 不 同比 例 的 复制 ,产生 2x10° 个 
拷贝 ,使 rDNA 占 卵细胞 DNA 的 75%, 从 而 使 该 细胞 能 积累 10” 个 核糖 体 ,以 合成 大 量 蛋 
白质 供 细 胞 分 裂 之 需 。 若 无 这 种 放大 机 制 ,可 能 要 经 历 几 个 世纪 才能 积累 10” 个 核糖 体 。 
中 度 重复 序列 往往 分 散在 不 重复 序列 之 间 。 
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间 闹 区 28S 5.8S18S 间隔 区 28S 5.8S18S 





(3) 高 度 重复 序列 一 一 卫星 DNA 这 类 DNA 只 在 真 核 生物 中 发 现 , 占 基因 组 的 
10% ~ 60%, 由 6 ~ 100 个 碱 基 组 成 ,在 DNA 链 上 串联 重复 成 千 上 万 次 。 实 验 中 常用 CsCl 
密度 梯度 离心 将 卫星 DNA 与 其 他 DNA 分 开 , 形 成 两 个 以 上 的 峰 , 即 含量 较 大 的 主峰 和 高 
度 重复 序列 小 峰 , 后 者 又 称 为 卫星 区 带 ( 峰 )。 果 蝇 DNA 在 中 性 CsCl 密度 梯度 离心 中 出 
现 1 条 主 带 和 3 条 卫星 区 带 , 人 DNA 经 CsCl 离心 后 可 得 到 4 条 卫星 区 带 。 原 位 杂交 法 
证 明 ,许多 卫星 DNA 均 位 于 染色 体 的 着 丝 粒 部 分 ,也 有 一 些 在 染色 体 臂 上 。 这 类 DNA 是 
高 度 浓 缩 的 ,是 异 染 色 质 的 组 成 部 分 。 卫 星 DNA 是 不 转录 的 ,其 功能 不 明 , 可 能 与 染色 体 
的 稳定 性 有 关 。 

3. 染色 质 和 核 小 体 

由 DNA 和 组 蛋白 组 成 的 染色 质 纤维 细 丝 是 许多 核 小 体 连 成 的 念珠 状 结构 ,大 量 实 
验证 实 了 这 一 结构 模型 。 首 先 ,人 们 发 现 染 色 质 DNA 的 7, 值 比 自由 DNA 高 ,说 明 在 
染色 质 中 DNA 极 可 能 与 蛋白 质 分 子 相互 作用 。 其 次 ,在 染色 质 状态 下 ,由 DNA 聚合 酶 
和 RNA 育 合 酶 催化 的 DNA 复制 和 转录 活性 大 大 低 于 在 自由 DNA 中 的 反应 ;DNA 酶 I 
(DNase 1 ) 对 染色 质 DNA 的 消化 远 远 慢 于 对 纯 DNA 的 作用 。 另 外 ,染色 质 的 电子 显 微 
镜 图 显示 出 由 核 小 体 组 成 的 念珠 状 结构 ,可 以 看 到 由 一 条 细 丝 连接 着 的 一 连 串 直径 为 
10 nm 的 球状 体 。 在 染色 质 的 X 射线 衍射 图 中 也 发 现 了 10 nm 的 重复 单位 。DNase 1 或 
小 球菌 核酸 酶 可 以 切断 游离 DNA 上 的 任何 磷酸 二 酯 键 ,而 除了 少数 几 个 位 点 以 外 染色 质 
中 的 DNA 是 被 保护 不 受 消 化 的 。 用 小 球菌 核酸 酶 处 理 染 色 质 以 后 进行 电泳 , 便 可 以 得 到 
一 系列 片段 ,这 些 被 保留 的 DNA 片段 均 为 200 bp 基本 单位 的 倍数 ,其 大 小 分 别 为 200 bp 
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( 单 体 ).400 bp( 双 体 ).600 bp (三 体 ) 等 入。 电镜 图 显示 一 个 染色 质 片 段 中 球形 颗粒 的 
长 度 为 200 bp, 如 具有 600 bp DNA 的 染色 质 片 段 含 有 3 个 直径 为 10 nm 的 颗粒 。 因 此 ， 
电镜 上 看 到 的 颗粒 相当 于 核酸 酶 切割 后 得 到 的 核 小 体 ' 时 2-7)。 





| (Ga) 
核 小 体 中 的 组 蛋白 核心 结构 
核 小 体 “ 接 头 "之 问 的 DNA 








组 蛋白 上 的 乙酰 基 “ 尾 巴 ” 50 nm 





(c) 
乙酰 基 乙酰 基 
(d) 
bp 
一 一 200bp 一 一 一 
核 小 体 长 链 
时 梳 酸 酶 初步 处 理 D0 
600 有 和 
400 和 宙 
200 狗 | 








en 


乙酰 基 
乙酰 基 





一 一 146 bp 一 一 一 


核心 颗粒 








现在 已 经 知道 , 核 小 体 是 由 H,A、H,B、H;、H, 各 两 个 分 子 生 成 的 八 聚 体 和 由 大 约 
200 bp DNA 组 成 的 。 八 聚 体 在 中 间 ,DNA 分 子 盘 绕 在 外 ,而 H 则 在 核 小 体 的 外 面 。 每 
个 核 小 体 只 有 一 个 Hi。 所 以 , 核 小 体 中 组 蛋白 和 DNA 的 比例 是 每 200 bp DNA 有 HA、 
HB、H:、Hs 各 两 个 ,H 一 个 。 用 核酸 酶 水 解 核 小 体 后 产生 只 含 146 bp 核心 颗粒 (由 2 二 7)， 
包括 组 蛋白 八 聚 体 及 与 其 结合 的 146 bp DNA ,该 序列 绕 在 核心 外 面 形 成 1.75 圈 , 每 圈 约 
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图 2-7 核 小 体 单 
位 的 存在 及 核 心 颗 
粒 的 形成 

(a) 核 小 体 结构 示意 图 ; 
(b) 从 电镜 下 看 到 的 
染色 质 结 构 ; (ec) 核 小 
体 单元 的 产生 。(d) 小 
球菌 核酸 酶 对 核 小 体 
DNA 的 消化 。 
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80 bp。 由 许多 核 小 体 构成 了 连续 的 染色 质 DNA 细 丝 。 
核 小 体 的 形成 是 染色 体 中 DNA 压缩 的 第 一 个 阶段 。 在 核 小 体 中 DNA 盘 绕 组 蛋白 八 
聚 体 核心 ,从 而 使 分 子 收缩 成 17,200 bp DNA 完全 舒展 时 长 约 68 nm , 却 被 压缩 在 10 nm 
的 核 小 体 中 。 当 然 177 的 压缩 比 仍 远 远 低 于 染色 体 中 DNA 的 压缩 比 。 例 如 ,人 中 期 染色 
体 中 含 6.2 x 10? 碱 基 对 ,其 理论 长 度 应 是 200 cm, 这 么 长 的 DNA 被 包装 在 46 个 5 hm 长 
的 圆柱 体 (染色 体 ) 中 ,其 压缩 比 约 为 10'。 分 裂 间 期 染色 质 比较 松散 ,压缩 比 是 10* ~ 10 。 
所 以 说 , 核 小 体 只 是 DNA 压缩 的 第 一 步 。 
图 2-8 集 色 体 DNA ee 那么 ,DNA 包装 成 染色 体 的 
下 一 个 水 平 是 什么 呢 ? 在 电镜 
下 观察 染色 质 , 可 以 看 到 10 nm 
及 30 nm 两 类 不 同 的 纤维 构造 。 
通过 改变 离子 强度 ,30 nm 纤维 
和 10 nm 纤维 可 以 可 道 地 相互 转 
化 。10 nm 纤维 是 由 核 小 体 串联 
成 的 染色 质 细 丝 , 主 要 在 低 离子 
强度 及 无 H 情况 下 产生 。 当 离 
子 强 度 较 高 且 有 Hi 存在 时 ,以 
30 nm 纤维 为 主 , 它 是 由 10 nm 





结 构 示意 图 

(a) 30 nm 染色 体 结构 
图 ; (b) 双 螺 旋 DNA 
经 过 一 系列 包装 成 为 
染色 体 的 过 程 图 示 ， 





(b) 








两 段 各 含 10 个 
螺旋 的 染色 质 的 染色 质 细 丝 盘 绕 成 螺旋 管状 
的 粗 丝 ,通称 螺 线 管 (solenoid)。 
| 个 莲座 状 结构 小 体 , 其 压缩 比 为 6。 这 种 螺 线 
管 是 分 裂 间 期 染色 质 和 分 裂 中 
每 个 莲座 状 结构 中 y 
| 都 有 6 个 环 状 DNA 期 染色 体 的 基本 组 分 。 染 色 质 
| 和 染色 体 可 能 是 一 个 多 层次 的 
每 个 环 状 结构 中 含 螺旋 结构 ,上 述 螺 线 管 可 进一步 
有 75 000bp 压缩 形成 超 螺 旋 。 有 迹象 表明 : 
| 中 期 染色 质 是 一 细 长 .中空 的 圆 
| 30nm 结构 | 简 , 直 径 为 4000 nm, 由 30 nm 螺 
| 线 管 缠绕 而 成 ,压缩 比 是 40。 这 
和 染色体 DNA 的 念 个 超 螺旋 圆 简 进 一 步 压缩 1/5 
珠 状 结构 | 便 成 为 染色 体 单 体 ,总 压缩 比 
| 是 7x6x40x5, 将 近 一 万 倍 , 与 
DNA 的 压缩 比 相近 (和 四 2-8)。 表 2-7 
双 链 DNA 


总 结 了 染色 体形 成 过 程 中 长 度 
与 宽度 的 变化 。 
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表 2-7 染色 体形 成 过 程 中 长 度 与 宽度 的 空 化 


过 程 成 分 名 称 宽度 增加 长 度 压 缩 

第 一 级 DNA+ 组 借 白 核 小 体 5 售 7 倍 

第 二 级 核 小 体 蜡 线 管 3 倍 6 倍 

第 三 级 螺 线 管 超 螺旋 13 倍 40 倍 

第 四 级 超 螺 旋 染色 体 2.5~5 倍 5 倍 

合 500~ 1 000 倍 8400 倍 (8 000~10000) 
真 核 生物 基因 组 的 结构 特点 总 结 归纳 如 下 : 


(1) 真 核 基 因 组 庞大 ,一 般 都 远大 于 原核 生物 的 基因 组 。 

(2) 真 核 基 因 组 存在 大 量 的 重复 序列 。 

(3) 真 核 基因 组 的 大 部 分 为 非 编码 序列 , 占 整个 基因 组 序列 的 90% 以 上 ,该 特点 是 真 
核 生 物 与 细菌 和 病毒 之 间 最 主要 的 区 别 。 

(4) 真 核 基 因 组 的 转录 产物 为 单 顺 反 子 。 

(5) 真 核 基因 是 断裂 基因 ,有 内 含 子 结构 。 

(6) 真 核 基因 组 存在 大 量 的 顺 式 作用 元 件 , 包 括 启 动 子 .增强 子 .沉默 子 等 ( 详 见 第 8 
章 “ 真 核 基因 表达 调控 ”)。 

(7) 真 核 基因 组 中 存在 大 量 的 DNA 多 态 性 。DNA 多 态 性 是 指 DNA 序列 中 发 生 
变异 而 导致 的 个 体 间 核 苷 酸 序列 的 差异 , 主要 包括 单 核 背 酸 多 态 性 (single nucleotide 
polymorphism,SNP) 和 串联 重复 序列 多 态 性 (tandem repeats polymorphism) 两 类 。 

(8) 真 核 基 因 组 具有 端 粒 结构 。 端 粒 (telomere) 是 真 核 生 物 线性 基因 组 DNA 末端 的 
一 种 特殊 结构 , 它 是 一 段 DNA 序列 和 蛋白质 形成 的 复合 体 。 其 DNA 序列 相当 保守 ,一 般 
有 多 个 短 赛 核 苷 酸 串联 在 一 起 构成 。 人 类 的 端 粒 DNA 长 5 ~ 15 千 碱 基 对 。 它 具有 保护 
线性 DNA 的 完整 复制 ,保护 染色 体 末 端 和 决定 细胞 的 寿命 等 功能 ,有 关 端 粒 的 研究 也 是 
分 子 生 物 学 的 研究 热点 之 一 。 


2.1.3 ”原核 生物 基因 组 


原核 生物 的 基因 组 很 小 ,大 多 只 有 一 条 染色 体 , 且 DNA 含量 少 ,如 大 肠 杆菌 DNA 的 
相对 分 子 质量 仅 为 2.4 x 10 ,或 4.6 x 10" bp, 其 完全 伸展 总 长 约 为 1.3 mm, 含 4 000 多 个 
基因 。 最 小 的 病毒 如 双 链 DNA 病毒 SV40, 其 基因 组 相对 分 子 质量 只 有 3 x 10", 含 5 个 基 
因 , 而 单 链 RNA 病毒 QB, 只 含有 4 个 基因 。 此 外 ,细菌 的 质粒 、 真 核 生物 的 线粒体 、 高 等 
植物 的 叶绿体 等 也 含有 DNA 和 功能 基因 ,这 些 DNA 被 称 为 染色 体外 遗传 因子 。 从 基因 
组 的 组 织 结构 来 看 ,原核 细胞 DNA 有 如 下 特点 。 

1. 结构 简练 

原核 DNA 分 子 的 绝 大 部 分 是 用 来 编码 蛋白 质 的 ,只 有 非常 小 的 一 部 分 不 转录 ,这 
与 真 核 DNA 的 元 余 现 象 不 同 。 在 中 X174 中 不 转录 部 分 只 占 4% 左右 (217/5 386),T4 
DNA 中 占 $.195 (282/5 577), 而且, 这 些 不 转录 DNA 序列 通常 是 控制 基因 表达 的 序列 ,如 
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中 X174 的 H 和 A 基因 之 间 (3 906 ~ 3 973 位 核 苷 酸 ) 就 包括 了 RNA 聚合 酶 结合 位 点 , 转 
录 终止 信号 区 及 核糖 体 结合 位 点 等 基因 表达 调控 元 件 。 

2. 存在 转录 单元 

原核 生物 DNA 序列 中 功能 相关 的 RNA 和 和 蛋白质 基因 ,往往 丛 集 在 基因 组 的 一 个 或 
几 个 特定 部 位 ,形成 功能 单位 或 转录 单元 ,它们 可 被 一 起 转录 为 含 多 个 mRNA 的 分 子 ， 
叫 多 顺 反 子 mRNA。 中 X174 及 G4 基因 组 中 就 含有 数 个 多 顺 反 子 。 功 能 相关 的 基因 ,如 
中 X174 中 的 D-E-J-F-G-H 等 都 串联 在 一 起 转录 产生 一 条 mRNA 链 ,然后 再 翻译 成 各 种 
蛋白 质 ,其 中 J、F、G 及 H 编码 外 壳 蛋 白 ,D 蛋白 与 病毒 装配 有 关 ,E 蛋白 则 导致 细菌 的 裂 
解 。 这 是 功能 相关 基因 协同 表达 的 方式 之 一 。 在 大 肠 杆菌 中 ,由 几 个 结构 基因 及 其 操纵 
基因 ,启动 基因 组 成 的 操纵 子 也 是 一 种 转录 功能 单位 ,如 组 氨 酸 操纵 子 转录 成 一 条 多 顺 反 
子 mRNA, 再 翻译 成 组 氨 酸 合成 途径 中 的 9 个 酶 。 

3. 有 重合 基因 

直到 不 久 前 ,人 们 还 认为 基因 是 一 段 DNA 序列 ,这 段 序列 负责 编码 一 个 蛋白 质 或 一 
条 多 肽 。 但 是 ,已 经 发 现在 一 些 细菌 和 动物 病毒 中 有 重 普 基因 , 即 同一 段 DNA 能 携带 两 
种 不 同 蛋白 质 的 信息 。1973 年 Weiner 和 Weber 在 研究 一 种 大 肠 杆菌 RNA 病毒 时 发 现 ， 
有 两 个 基因 从 同一 起 点 开始 翻译 ,一 个 在 400 bp 处 结束 ,生成 较 小 的 蛋白 质 ,而 在 3% 的 
情况 下 ,翻译 可 一 直 进 行 下 去 直到 800 bp 处 碰 到 双重 终止 信号 时 才 停 止 ,合成 较 大 相对 
分 子 质量 的 蛋白 质 。 当 时 他 们 认为 相对 分 子 质量 大 的 蛋白 质 含量 少 ,对 病毒 无 关 紧 要 , 因 
而 不 子 重 视 , 没 有 进一步 研究 。 后 来 ,Weissman 证 实 小 分 子 蛋白 质 是 一 种 外 壳 蛋 白 ,需要 
量 大 ,大 分 子 蛋白 质 产 量 虽 少 , 却 是 组 成 有 感染 力 的 病毒 颗粒 所 必需 的 。 当 Weiner 等 想 
回头 研究 这 一 现象 时 ,Sanger 在 Nature 杂志 (1977 年 ) 上 发 表 了 中 X174 DNA 的 全 部 核 苷 
酸 序列 ,正式 发 现 了 重合 基因 。 

中 X174 是 一 种 单 链 DNA 病毒 ,宿主 为 大 肠 杆 菌 , 感染 宿主 后 合成 另 一 条 链 [(-) 
链 ], 变 成 复制 型 (replicating form,RF), 然 后 以 新 合成 的 (-) 链 为 模板 合成 子 代 DNA 分 
子 [(+) 链 ], 并 合成 9 个 蛋白 质 ,总 相对 分 子 质 量 约 2.5 x 10" ,相当 于 6 078 个 核 苷 酸 ,而 
病毒 DNA 本 身 只 有 5 375 个 核 华 酸 ,项 多 能 编码 总 相对 分 子 质量 为 2.0 x 10"* 的 多 肽 ,这 
个 矛盾 很 长 时 期 都 无 法 解决 。Sanger 在 弄 清 X174 DNA 的 全 部 核 背 酸 序列 及 各 个 基 
因 的 起 该 位 置 和 密码 数目 以 后 发 现 ,中 X174 的 9 个 基因 有 些 是 重 倒 的。 主要 有 以 下 几 
种 情况 : 

(1) 一 个 基因 完全 在 另 一 个 基因 里 面 ,如 基因 B 在 基因 4 内 ,基因 在 基因 DD 内 。 

(2) 部 分 重合 ,如 基因 KK 和 基因 C 的 部 分 重 番 。 

(3) 两 个 基因 只 有 一 个 碱 基 对 的 重合 ,如 DD 基因 终止 密码 子 的 最 后 一 个 碱 基 是 /基因 
起 始 密 码 子 的 第 一 个 碱 基 。 

尽管 这 些 重 登基 因 的 DNA 序列 大 臻 相同 ,但 由 于 基因 重合 部 位 一 个 碱 基 的 变化 可 
能 影响 后 续 肽 链 的 全 部 序列 ,从 而 编码 完全 不 同 的 蛋白 质 。 除 了 中 X174 外 ,SV40 病毒 、 
G4 噬菌体 的 DNA 中 也 存在 基因 重 伙 现象 。 如 SV40 DNA 由 5 224 个 碱 基 对 组 成 , 它 编码 
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3 个 外 壳 蛋 白 (VP1、VP2 、.VP3) 及 2 个 表面 抗原 (T 及 t),Fiers 等 在 测定 SV40 DNA 的 全 部 
核 芽 酸 顺序 以 后 发 现 ,VP1、VP2、VP3 基因 之 问 都 有 122 个 碱 基 对 的 重 和 到 序列 ,但 密码 子 
各 不 相同 。! 抗原 基因 完全 在 T 抗 原 基因 里 面 , 它 们 有 一 个 共同 的 起 始 密码 子 。 基 因 重 有 登 
可 能 是 生物 进化 过 程 中 自然 选择 的 结果 。 


2.2 DNA 的 结构 


现在 我 们 已 经 知道 ,DNA 是 遗传 的 物质 基础 ,基因 是 具有 特定 生物 功能 的 DNA 序列 ， 
通过 基因 的 表达 能 够 使 上 一代 的 性 状 准确 地 在 下 一 代表 现 出 来 。 那 么 ,DNA 为 什么 能 起 
遗传 作用 , 它 又 是 怎样 起 作用 的 呢 ? 这 与 它 的 分 子 结构 是 密切 相关 的 。 


2.2.1 DNA 的 一 级 结构 


Watson 和 Crick 于 1953 年 提出 了 著名 的 DNA 双 螺 旋 模 型 ,为 合理 地 解释 遗传 物质 
的 各 种 功能 ,解释 生物 的 遗传 和 变异 ,解释 自然 界 千 变 万 化 的 生命 现象 莫 定 了 理论 基础 。 
前 面 说 过 ,DNA 又 称 脱氧 核糖 核酸 ,是 英文 deoxyribonucleic acid 的 简称 。 它 是 一 种 高 分 
子 化 合 物 , 其 基本 单位 是 脱氧 核 苷 酸 。 在 所 有 的 DNA 分 子 中 ,磷酸 和 脱氧 核糖 外 ”是 
永远 不 变 的 ,而 含 氨 碱 基 是 可 变 的 ,主要 有 4 种 , 即 腺 嗓 吟 (A)、. 鸟 味 叭 (G), 胞 喀 啶 (C) 和 
胸腺 喀 啶 (T) ' 专 2-8)。 因 此 脱氧 核 苷 酸 可 分 别称 为 腺 味 叭 脱氧 核 苷 酸 . 鸟 味 叭 脱氧 核 苷 
酸 、 胞 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 和 胸腺 喀 啶 脱氧 核 昔 酸 。 许 许多 多 个 脱氧 核 苷 酸 经 3 一 5' 磷酸 
二 酯 键 聚合 而 成 为 DNA 链 ! 几 2-10)。 














图 2-9 2- 脱 氧 核 
DNA 通常 以 线性 或 环 状 形式 存在 ， | scH,oH_o、 oH 5CHOH_O OH | 精 ( 左 ) 和 核糖 ( 右 ) 
| 4 * 了 
绝 大 多 数 DNA 分 子 都 由 两 条 碱 基 人 sh 人 mh 结构 式 
互补 的 单 链 构成 ,只 有 少数 生物 ,如 | 且 沪 人 日 AS 
某 些 只 菌 体 或 病毒 是 以 单 链 形式 存 on on dh 
在 的 。 


表 2-8 碱 基 , 核 芽 和 核 芽 酸 


碱 基 核 背 核 但 酸 RNA DNA 

腺 嗓 叭 腺 背 腺 若 酸 AMP dAMP 
(adenine) (adenosine) (adenylic acid) 

岛 味 叭 岛 背 岛 苷 酸 GMP dGMP 
(guanine) (guanosine) (guanylic acid) 

胞 嗜 喧 胞 并 胞 首 酸 CMP dCMP 
{cytosine) {cytidine) (cyridylic acid) 
胸腺 蛇 啶 网 蔡 胸 苷 酸 dTMP 
(thymine) (thymidine) (thymidylic acid) 

尿 嗜 喧 尿 蔡 尿 葵 酸 UMP 

(uraci]) (uridine) (uridylic acid) 
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图 2-10 ”多核 三 酸 
链 中 新 生 磁 琶 相 着 
键 的 产生 过 程 水 意图 
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单 核 苷 酸 5- 磷 酸 基 团 向 核 ?OH 





酸 链 的 3 一 OH 发 起 进攻 














所 谓 DNA 的 一 级 结构 ,就 是 指 4 种 核 苷 酸 的 连接 及 其 排列 顺序 ,表示 了 该 DNA 分 子 
的 化 学 构成 。 从 DNA 的 分 子 结构 可 以 看 出 , 碱 基 在 长 链 中 的 排列 顺序 是 千变万化 的 。 组 
成 DNA 分 子 的 碱 基 虽 然 只 有 4 种 ,它们 的 配对 方式 也 只 有 A 与 T\C 与 G 两 种 ,但 是 ,由 于 
碱 基 可 以 任何 顺序 排列 ,构成 了 DNA 分 子 的 多 样 性 。 例 如 , 某 DNA 分 子 的 一 条 多 核 苷 酸 
链 由 100 个 不 同 的 碱 基 组 成 , 它 的 可 能 排列 方式 就 是 4"。 实 际 上 ,每 条 多 核 苷 酸 链 中 的 
碱 基 总 数 远 远 超过 100 个 ,所 以 ,它们 的 排列 方式 几乎 是 无 限 的 。 每 个 DNA 分 子 所 具有 的 
特定 的 碱 基 排列 顺序 构成 了 DNA 分 子 的 特异 性 ,不 同 的 DNA 链 可 以 编码 出 完全 不 同 的 多 
肽 。DNA 分 子 中 4 种 核 苷 酸 千 变 万 化 的 序列 排列 反映 了 生物 界 物种 的 多 样 性 和 复杂 性 。 

DNA 不 仅 具 有 严格 的 化 学 组 成 ,还 具有 特殊 的 空间 结构 , 核 苷 酸 序列 对 DNA 高 级 结 
构 的 形成 有 很 大 影响 ,如 B-DNA 中 多 G-C 区 易 形 成 左手 螺旋 DNA(Z-DNA), 而 反 向 重 
复 的 DNA 片段 易 出 现 发 夹 结构 等 。 可 以 说 ,DNA 一 级 结构 决定 其 高 级 结构 ,这 些 高 级 结 
构 又 决定 和 影响 着 一 级 结构 的 功能 。 研 究 DNA 一 级 结构 对 阐明 遗传 物质 的 结构 .功能 以 
及 表达 调控 都 非常 重要 。 


2.2.2 DNA 的 二 级 结构 


DNA 的 二 级 结构 是 指 两 条 多 核 背 酸 链 反 向 平行 盘 绕 所 生成 的 双 螺 旋 结构 。 其 基本 
特点 是 : 

(1) DNA 分 子 是 由 两 条 互相 平行 的 脱氧 核 苷 酸 长 链 盘 绕 而 成 的 。 

(2) DNA 分 子 中 的 脱氧 核糖 和 磷酸 交替 连接 , 排 在 外 侧 , 构 成 基本 骨架 , 碱 基 排 列 在 内 侧 。 

两 条 链 上 的 碱 基 通过 气 键 相 结 合 , 形 成 碱 基 对 , 它 的 组 成 有 一 定 的 规律 。 这 就 是 嘎 叭 与 
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喀 啶 配对 ,而 且 腺 味 叭 (A) 只 能 与 胸腺 喀 啶 (T) 配 对 , 鸟 味 叭 (G) 只 能 与 胞 喀 啶 (C) 配 对 。 如 
一 条 链 上 某 一 碱 基 是 C, 另 一 条 链 上 与 它 配对 的 碱 基 必定 是 G。 碱 基 之 间 的 这 种 一 一 对 应 的 
关系 称 为 碱 基 互补 配对 原则 。 在 生物 活体 中 ,不 论 DNA 的 二 级 结构 还 是 高 级 结构 ,都 是 时 刻 
变化 的 , 即 在 二 级 结构 的 各 种 构象 间 ,在 二 级 结构 与 高 级 结构 间或 高 级 结构 的 各 种 构象 间 存 
在 一 个 动力 学 的 平衡 。 通 常情 况 下 ,DNA 的 二 级 结构 分 两 大 类 :一 类 是 右手 螺旋 ,如 A-DNA 
和 B-DNA,DNA 通常 是 以 右手 螺旋 形式 存在 的 ; 另 一 类 是 左手 螺旋 , 即 Z-DNA'2'1。 





(a) B-DNA (b) A-DNA (c) Z-DNA 

















1. DNA 右手 螺旋 的 几 种 构象 及 其 动态 平衡 

(1) B-DNA 的 构象 ”1953,Watson 和 Crick 基于 以 下 三 个 方面 的 发 现 ,提出 了 DNA 
双 螺 旋 模 型 ; 

GD X 射线 衍射 实验 数据 表明 DNA 是 一 种 规则 螺旋 结构 。 

@) DNA 分 子 密度 测量 表明 这 种 螺旋 结构 由 两 条 多 核 苷 酸 链 组 成 。 

图 不 论 碱 基 的 数目 多 少 ,G 的 含量 总 是 与 C 一 样 , 而 A 与 T 也 是 一 样 的 。 

该 DNA 分 子 双 螺旋 结构 模型 解释 了 DNA 的 理化 性 质 ,并 将 DNA 的 结构 与 功能 联系 
起 来 。DNA 结构 受 环境 条 件 的 影响 。 此 模型 所 描述 的 是 DNA 钠 盐 在 较 高 湿度 下 的 结构 ， 
是 B 型 双 螺旋 , 称 为 B-DNA 结构 。B-DNA 钠 盐 结构 含水 量 较 高 ,是 大 多 数 DNA 在 细胞 
中 的 构象 。 它 既 规 则 又 很 稳定 ,是 由 两 条 反 向 平行 的 多 核 苷 酸 链 围绕 同一 中 心 轴 构成 的 
右手 螺旋 结构 。 多 核 苷 酸 的 方向 由 核 苷 酸 间 的 磷酸 二 酯 键 的 走向 决定 ,一 条 从 5 一 3" 
另 一 条 从 3' 一 $'。 链 间 有 螺旋 形 的 目 槽 ,其 中 一 个 较 浅 , 叫 小 沟 ( 约 1.2 nm 交叉 ); 一 个 较 
深 , 叫 大 沟 ( 约 2.2 nm 交叉 )。 两 条 链 上 的 碱 基 以 氢 键 相连 ,G 与 C 配对 ,A 与 T 配 对 图 ?12)。 


2.2 DNA 的 结构 


和 负 2-11 A-.B-、 
Z-DNA 结构 比较 
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图 2-12 DNA 双 
螺旋 结构 中 碱 基 配 
对 示意 图 (A 与 T,C 
与 C 配对 ) 


图 2-13 DNA 的 反 
问 平行 双 曼 旋 结构 
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味 吟 和 喀 啶 碱 基 对 层 稚 于 双 螺 旋 的 内 侧 。 顺 着 螺旋 轴 心 从 上 向 下 看 ,可 见 碱 基 平面 与 纵 
轴 垂 直 , 且 螺旋 的 轴 心 穿 过 氢 键 的 中 点 。 相 邻 碱 基 对 平面 之 间 的 距离 为 0.34 nm, 即 顺 中 
心 轴 方 向 ,每 隔 0.34 nm 有 一 个 核 苷 酸 ,以 3.4 nm 为 一 个 结构 重复 周期 。 核 苷 酸 的 磷酸 基 
团 与 脱氧 核糖 在 外 侧 ,通过 磷酸 二 酯 键 相 连接 而 构成 DNA 分 子 的 骨架 。 脱 氧 核糖 环 平面 
与 纵 轴 大 致 平行 。 双 螺旋 的 直径 为 2.0 nm! 四 2-93)。 一 般 说 来 ,A-T 丰富 的 DNA 片段 常 呈 
B-DNA , 它 是 普遍 存在 的 结构 。 




















氧 键 磷酸 糖 茸 键 
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(2) A-DNA 的 结构 ”在 相对 湿度 75% 以 下 时 ,X 射线 衍射 分 析 表 明 DNA 的 构象 不 
同 于 上 述 B-DNA 的 结构 特点 ,虽然 也 是 右手 双 螺旋 ,但 碱 基 对 与 中 心 轴 的 倾角 发 生 改 变 ， 
螺旋 宽 而 短 , 每 阁 螺 旋 包 括 11 个 碱 基 对 ,该 构象 的 DNA 称 为 A 型 (A-DNA)。A-DNA 与 
B-DNA 的 重要 区 别 在 于 :A-DNA 碱 基 对 倾斜 大 ,并 偏向 双 螺 旋 的 边缘 ,因此 具有 一 个 深 
窄 的 大 沟 和 宽 浅 的 小 沟 ;B-DNA 中 碱 基 对 倾斜 角 小 ,螺旋 轴 穿 过 碱 基 对 ,其 大 沟 宽 , 小 沟 
罕 ' 上 四 2-10。 若 DNA 双 链 中 一 条 链 被 相应 的 RNA 链 所 替换 , 则 变 构成 A-DNA。 当 DNA 
处 于 转录 状态 时 ,DNA 模板 链 与 由 它 转录 所 得 的 RNA 链 间 形成 的 双 链 就 是 A-DNA。 由 
此 可 见 A-DNA 构象 对 基因 表达 有 重要 意义 。 此 外 ,B-DNA 双 链 都 被 RNA 链 所 取代 而 得 
到 由 两 条 RNA 链 组 成 的 双 螺 旋 结 构 也 是 A-DNA, 表 2-9 列举 了 几 种 主要 DNA 的 结构 
参数 。 

除 A-DNA、B-DNA 螺旋 外 ,还 存在 B-DNA 、C-DNA 和 D-DNA 等 不 同形 式 ,但 它们 
均 接 近 B 型 ,可 作为 B 型 同一 族 。 


表 2-9 不 同 螺旋 形式 DNA 分 子 主 要 参数 比较 


双 昱 旋 A-DNA B-DNA Z-DNA 
碱 其 倾角 /” 20 6 / 
碱 基 间距 /nm 0.26 0.34 0.37 
蛛 旋 直径 /nm 2.55 2.37 1.84 
每 轮 碱 其 对 数 11 10 12 

大 沟 很 狭 .很 深 宽 , 较 深 平坦 
小 沟 很 宽 , 浅 儿 , 较 深 很 锋 .很 深 
精 葵 键 构象 反 式 反 式 C 反 式 .G 硕 式 
螺旋 方向 右 右 左 


2. DNA 二 级 结构 中 左手 螺旋 一 一 Z-DNA 的 研究 

Z-DNA 结构 是 1979 年 由 Rich 提出 的 。Rich 用 一 位 荷兰 科学 家 提供 的 4(CGCGCG) 
结晶 ,对 它 进 行 X 射线 衍射 结构 分 析 , 最 后 提出 了 Z-DNA 结构 模型 。Z-DNA 螺旋 细 长 ， 
每 图 螺 旋 含 12 对 碱 基 , 大 沟 平坦 ,小 沟 深 而 窗 , 核 苷 酸 构象 顺 反 相间 , 曙 旋 骨架 呈 Z 字形 。 
当时 ,由 于 用 右手 螺旋 结构 模型 解 链 过 程 来 解释 大 分 子 DNA 复制 时 遇 到 困难 ,该 模型 的 
提出 曾 一 度 动摇 过 右手 螺旋 学 说 , 现 已 证 明 , 左 手 螺旋 Z-DNA 只 是 右手 螺旋 结构 模型 的 
一 个 补充 和 发 展 。 

虽然 B-DNA 是 最 常见 的 DNA 构象 ,但 A-DNA 和 Z-DNA 似乎 具有 不 同 的 生物 活性 。 
图 2-14 是 Z-DNA 调控 转录 的 两 种 模式 。 在 邻近 调控 系统 中 ,与 调节 区 相 邻 的 转录 区 被 
Z-DNA 抑制 ,只 有 当 Z-DNA 转变 为 B-DNA 后 ,转录 才 得 以 活化 图 2:-!4"。 而 在 远 距 离 调 
控 系统 中 ,Z-DNA 可 通过 改变 负 超 螺旋 水 平 ,决定 聚合 酶 能 否 与 模板 链 相 结合 而 调节 转 
录 起 始 活性 (图 2-14b)_ 


2.2 DNA 的 结构 
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图 2-14 Z-DNA 调节 
转 半 的 两 种 模式 于 
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(a) 邻近 调控 (转录 区 与 调节 区 相 邻 ) 
控制 区 -启动 子 
| Z-DNA 不 转录 
| 
| t 
| B-DNA 转 承 一 一 ~ 


(b) 远 距 离 调 控 (转录 区 可 在 上 于 个 碱 基 对 以 外 ) 


| 控制 区 负 超 螺旋 程度 低 ,无 扭转 张力 

| B-DNA 不 转录 

| | 负 超 螺旋 程度 高 ,有 扭转 张力 
一 人 AM -一 

| 


Z-DNA 可 能 转录 一 一 ~ 








3. DNA 双 链 的 变性 和 复 性 

由 于 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 之 间 通 过 非 共 价 键 结合 在 一 起 ,它们 比较 容易 分 开 。 当 
DNA 溶液 温度 接近 沸点 或 者 pH 较 高 时 ,互补 的 两 条 链 就 可 能 分 开 , 称 为 DNA 的 变性 
(denaturation)。 但 DNA 双 链 的 这 种 变性 过 程 是 可 逆 的 , 当 变 性 DNA 的 溶液 缓慢 降温 时 ， 
DNA 的 互补 链 又 可 重新 聚合 ,重新 形成 规则 的 双 螺旋 。DNA 双 链 的 这 种 变性 和 复 性 能 力 
被 用 于 DNA 印迹 (Southern blotting) 和 DNA 芯片 分 析 等 。 

20 世纪 50 年 代 研 究 DNA 变性 的 经 典 实验 使 人 们 对 DNA 双 螺 旋 的 特性 有 了 深刻 
的 认识 。DNA 在 260 nm 处 吸光 度 (absorbance) 最 大 ,并 且 双 螺旋 DNA 的 光 吸 收 比 单 链 
DNA 低 40%。 当 DNA 溶液 温度 升 高 到 接近 水 的 沸点 时 ,260 nm 的 吸光 度 明 显 增加 ,这 种 
现象 称 为 增色 效应 (hyperchromic effect); 相反 , 减 色 效应 (hypochromic effect) 则 是 因为 双 
螺旋 DNA 中 的 碱 基 堆积 降低 了 其 对 紫外 线 的 吸收 能 力 。 

现在 ,人 们 常 通过 检测 DNA 溶液 的 紫外 吸光 度 变化 来 监控 DNA 的 变性 过 程 。 将 DNA 
的 吸光 度 相对 温度 变化 绘制 曲线 ,发 现 DNA 光 吸 收 的 急剧 增加 发 生 在 相对 较 窗 的 范围 
内 。 科 学 家 把 吸光 度 增 加 到 最 大 值 一 半 时 的 温度 称 为 DNA 的 解 链 温 度 或 称 熔点 (melting 
temperature/point), 用 T, 表示 由 二 3。 DNA 像 冰 一 样 融 解 ,经 历 了 从 高 度 有 序 的 双 螺旋 结构 向 
无 规则 单 链 结构 的 转变 。T, 值 是 DNA 的 一 个 重要 的 特征 常数 ,其 大 小 主要 与 下 列 因 素 相关 : 

(1) DNA 中 G+C 的 含量 G+C 的 含量 越 高 ,DNA 的 7, 值 也 越 高 。 这 主要 是 因 
为 G-C 碱 基 对 间 有 3 个 氢 键 ,并 且 它 与 相 邻 碱 基 对 间 的 堆积 力 更 大 。 常 用 如 下 公式 
T= 69.3+0.41(G+C)% 来 计算 DNA 的 7T。 值 ,并 以 此 推算 该 DNA 的 碱 基 百 分 组 成 。 小 于 
25 mer 的 寡 核 背 酸 的 T, 值 计算 公 式 为 :T,=4(G+C)+2(A+T)。 

(2) 溶液 中 的 离子 强度 ”离子 强度 的 效应 反映 出 双 螺旋 的 另 一 基本 特征 。 两 条 DNA 
链 的 骨架 包含 了 带 负电 荷 的 磷酸 基 团 , 当 这 些 负电 荷 没 有 被 中 和 时 ,DNA 双 链 间 的 静电 
斥 力 将 驱使 两 条 链 分 开 。 在 高 离子 强度 下 ,负电 荷 可 以 被 阳离子 中 和 , 双 螺 旋 的 结构 被 稳 
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定 保持 ;在 低 离子 强度 下 ,未 被 中 和 的 负电 | ， | 
荷 将 会 降低 双 螺 旋 的 稳定 性 。 因 此 ,在 离子 
强度 较 低 的 介质 中 ,DNA 的 了 值 较 低 而 范 
围 宽 ,在 较 高 离子 强度 下 ,7, 值 较 高 而 范围 
窄 。 所 以 ,DNA 样品 一 般 在 含 盐 缓冲 溶液 中 
比较 稳定 ,而 较 难保 存在 稀 电解 质 溶液 中 。 
(3) DNA 的 均一 性 一 些 病毒 DNA、 人 : 
工 合成 的 多 腺 嗓 叭 - 胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 a 
等 均 质 DNA (homogeneous DNA) 解 链 温 度 
范围 较 小 ,而 异 质 DNA (heterogeneous DNA) 解 链 温 度 范围 较 宽 , 因 此 7, 值 也 可 作为 衡量 
DNA 样品 均一 性 的 标准 。 











2.2.3 ”DNA 的 高 级 结构 


DNA 的 高 级 结构 是 指 DNA 双 螺 旋 进一步 扭曲 盘 绕 所 形成 的 更 复杂 的 特定 空间 结构 ， 
包括 超 螺 旋 \ 线 性 双 链 中 的 纽 结 (kink)\ 多 重 螺旋 等 。 其 中 , 超 螺旋 结构 是 DNA 高 级 结构 
的 主要 形式 ,可 分 为 正 超 螺旋 (右手 超 螺旋 ) 与 负 超 螺旋 (左手 超 螺旋 ) 两 大 类 , 负 超 螺旋 
是 细胞 内 常见 的 DNA 高 级 结构 形式 , 正 超 螺旋 是 过 度 缠 绕 的 双 螺 旋 。 它 们 在 不 同类 型 的 
拓扑 异 构 酶 作用 下 或 在 特殊 情况 下 可 以 相互 转变 ,如 : 


拓扑 异 构 酶 拓扑 异 构 酶 


DNA 双 螺 旋 结构 中 ,一 般 每 转 一 圈 有 10 个 核 背 酸 对 , 双 螺 旋 总 处 于 能 量 最 低 状态 。 
若 正 常 DNA 双 螺 旋 额 外 地 多 转 或 少 转 几 圈 ,使 每 转 一 圈 的 核 苷 酸 数目 大 于 或 小 于 10, 就 
会 出 现 双 螺 旋 空 间 结构 的 改变 ,在 DNA 分 子 中 产生 额外 的 张力 "和 2-!6)。 若 此 时 双 螺 旋 链 
的 末端 是 自由 的 ,可 通过 链 的 转动 而 释放 这 种 额外 的 张力 ,从 而 保持 原来 的 双 螺旋 结构 ; 
若 此 时 DNA 分 子 的 末端 是 固定 的 或 是 环 状 分 子 , 双 
链 不 能 自由 转动 ,额外 的 张力 就 不 能 释放 而 导致 DNA 
分 子 内 部 原子 空间 位 置 的 重 排 ,造成 扭曲 , 即 出 现 超 
螺旋 结构 入 2 7)。 由 此 可 见 ,B-DNA 双 螺 旋 分 子 的 链 
间 螺 旋 数 若 发 生变 化 ,就 会 出 现 超 螺旋 结构 ,而 且 超 
螺旋 的 绕 数 与 B-DNA 的 链 间 螺旋 数 有 密切 关系 。 

研究 细菌 质粒 DNA( 环 状 双 链 DNA) 时 发 现 ,天 
然 状 态 下 该 DNA 以 负 超 螺旋 为 主 , 稍 被 破坏 即 出 现 开 
环 结构 ,两 条 链 均 断 开 则 呈 线 性 结构 。 在 电场 作用 下 ， 
相同 分 子 质量 的 超 螺旋 DNA 比 线性 DNA 迁移 率 大 ， 
线性 DNA 又 比 开 环 的 DNA 迁移 率 大 ,以 此 可 判断 质 
粒 结构 是 否 被 破坏 。 

















2.2 DNA 的 结构 


图 2-15 DNA 的 变 


性 曲线 


图 2-16 


用 电话 


机 连 线 做 模型 说 明 
DNA 链 中 的 螺旋 与 
赵 放 旋 
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图 2-17 由 于 强行 
分 开 双 螺旋 末端 而 
引发 产生 的 超 螺旋 
结构 

(a) 中 间 没 有 超 螺 旋 的 
两 股 组 子 ; (b) 一 端 被 
强行 拉 开 后 ,中 各 出 现 
超 曙 旋 
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DNA 分 子 的 这 种 变化 可 以 用 一 个 

数学 公式 来 表示 : 

L=T+W 

式 中 ,L 为 连接 数 (linking number), 是 指 
环形 DNA 分 子 两 条 链 间 交叉 的 次 数 ， 
只 要 不 发 生 链 的 断裂 ,L 是 个 常量 ;7 为 
双 螺 旋 的 盘 绕 数 (twisting number); 下 为 
超 螺 旋 数 (writhing number); 后 两 者 是 
变量 。 

如 某 个 B-DNA 共有 1 350 碱 基 对 ,根据 表 2-9, 每 一 螺旋 含 10 个 碱 基 对 ,所 以 上 和 了 
都 是 135, 这 时 WW=0, 不 存在 超 螺旋 。 现 在 若 将 DNA 分 子 的 一 端 固定 , 另 一 端 朝 双 螺 旋 相 
反方 向 旋转 5 圈 后 使 两 端 封闭 (此 时 上 =130), 分 子 内 张力 可 以 按 两 种 方式 分 布 , 一 种 在 分 
子 内 保留 一 个 单 链 区 , 即 了 也 减 为 130, 丰 仍然 为 0。 由 于 DNA 趋向 于 保持 B-DNA ,因此 
张力 分 布 的 另 一 种 方式 是 使 了 维持 原来 的 135,L 既是 定 值 ,为 了 满足 上 述 方程 ,WW 就 必 
须 等 于 -5, 该 DNA 分 子 就 成 为 超 盘 绕 5 次 的 负 超 螺旋 。 超 螺旋 是 DNA 三 级 结构 的 一 种 
普遍 形式 , 双 螺 旋 DNA 的 松 开 导致 负 超 螺旋 ,而 拧紧 则 导致 正 超 螺 旋 。 














2.3 ”DNA 的 复制 


前 面 我 们 讲 过 ,生命 的 遗传 实际 上 是 染色 体 DNA 自我 复制 的 结果 。 而 染色 体 DNA 
的 自我 复制 主要 是 通过 半 保 留 复制 来 实现 的 ,是 一 个 以 亲 代 DNA 分 子 为 模板 合成 子 代 
DNA 链 的 过 程 。 细 胞 分 裂 时 ,通过 DNA 准确 地 自我 复制 (self-replication), 亲 代 细 胞 所 
含 的 遗传 信息 就 原原本本 地 传送 到 子 代 细胞 。 由 于 DNA 是 遗传 信息 的 载体 ,因此 亲 代 
DNA 必须 以 自身 分 子 为 模板 来 合成 新 的 分 子 一 一 准确 地 复制 成 两 个 拷贝 ,并 分 配 到 两 个 
子 代 细 胞 中 去 ,才能 真正 完成 其 遗传 信息 载体 的 使 命 。DNA 的 双 链 结构 对 于 维持 这 类 遗 
传 物质 的 稳定 性 和 复制 的 准确 性 都 是 极为 重要 的 。 

双 链 DNA 的 复制 是 一 个 非常 复杂 的 过 程 ,在 复制 的 起 始 .延伸 和 终止 三 个 阶段 ,无论 
是 原核 生物 还 是 真 核 生物 都 需要 有 多 种 酶 和 蛋白质 的 协同 参与 。DNA 复制 均 涉及 拓扑 
异 构 酶 . 解 旋 酶 . 单 链 结 合 蛋 白 , 引 物 合成 酶 .DNA 聚合 酶 及 连接 酶 等 酶 和 和 蛋白质 的 参与 。 


2.3.1 DNA 的 半 保 留 复制 


Watson 和 Crick 在 提出 DNA 双 螺 旋 结构 模型 时 就 对 DNA 的 复制 过 程 进行 了 探讨 。 
由 于 DNA 分 子 由 两 条 多 核 背 酸 链 组 成 ,两 条 链 上 的 碱 基 一 一 G 只 能 与 C 相配 对 ,A 只 能 
与 T 相 配对 ,所 以 ,两 条 链 是 互补 的 ,一 条 链 上 的 核 苷 酸 排 列 顺序 决定 了 另 一 条 链 上 的 核 
苷 酸 排列 顺序 。 就 是 说 ,DNA 分 子 的 每 一 条 链 都 含有 合成 它 的 互补 链 所 需 的 全 部 信息 。 
Watson 和 Crick 推测 ,DNA 在 复制 过 程 中 碱 基 问 的 氢 键 首先 断裂 , 双 螺 旋 解 旋 并 被 分 开 ， 
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每 条 链 分 别 作为 模板 合成 新 链 ,产生 互补 的 两 条 链 。 这 样 新 
形成 的 两 个 DNA 分 子 与 原来 DNA 分 子 的 碱 基 顺序 完全 一 样 。 
因此 ,每 个 子 代 分 子 的 一 条 链 来 自 亲 代 DNA , 另 一 条 链 则 是 新 
合成 的 ,所 以 这 种 复制 方式 被 称 为 DNA 的 半 保 留 复制 (外 2!8) 
| 


(semiconservative replication)- 


亲 代 


1958 年 , Meselson 和 Stahl 研究 了 经 “N 标记 3 个 世代 的 大 
肠 杆菌 DNA, 首 次 证 明了 DNA 的 半 保 留 复制 。 他 们 将 大 肠 杆 
菌 长 期 在 以 "N 做 氮 源 的 培养 基 中 培养 ,得 到 "“N-DNA。 由 于 子 代 
该 DNA 分 子 的 密度 比 普通 DNA(“*N-DNA) 的 密度 要 大 ,在 握 化 
饮 密 度 梯 度 离心 时 ,这 两 种 DNA 形成 位 置 不 同 的 区 带 。 他 们 用 
普通 培养 基 ( 含 “N 的 氮 源 ) 培 养 “N 标记 的 大 肠 杆菌 ,经 过 一 
代 以 后 ,所 有 DNA 的 密度 都 在 5N-DNA 和 "“*N-DNA 之 间 , 即 形成 了 一 半 “N 和 一 半 AN 
的 杂 合 分 子 , 两 代 后 出 现 等 量 的 “N 分 子 和 "“N-'N 杂 合 分 子 。 若 再 继续 培养 ,可 以 看 到 
MN-DNA 分 子 增多 ,说 明 DNA 分 子 在 复制 时 均 可 被 分 成 两 个 亚 单位 ,分 别 构成 子 代 分 子 
的 一 半 , 这 些 亚 单位 经 过 许多 代 复 制 仍然 保持 着 完整 性 。 

实验 已 经 证 明 , 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 其 DNA 都 是 以 半 保 留 复制 方式 遗传 
的 。DNA 的 这 种 半 保 留 复制 保证 了 DNA 在 代谢 上 的 稳定 性 。 经 过 许多 代 的 复制 ,DNA 
多 核 苷 酸 链 仍 可 完整 地 存在 于 后 代 而 不 被 分 解 掉 。 这 种 稳定 性 与 DNA 的 遗传 功能 相符 。 











2.3.2 ”DNA 复制 的 一 些 基 本 概念 


1. 复制 子 与 复制 又 

一 般 把 生物 体内 能 独立 进行 复制 的 单位 称 为 复制 子 (replicon)。 复 制 时 , 双 链 DNA 
要 解 开 成 两 股 链 分 别 进 行 ,所 以 ,这 个 复制 起 始点 呈现 叉子 的 形式 ,被 称 为 复制 又 ' 鲜 212) 
(replication fork)。 许 多 实验 证 明 ,DNA 的 复制 是 由 固定 的 起 始点 开始 的 ,并 在 特定 的 终止 
点 结束 复制 。 因 此 ,从 复制 起 始点 到 终止 点 的 区 域 为 一 个 复制 子 。 一 个 复制 子 只 含 一 个 
复制 起 始点 (origin)。 复 制 叉 从 复制 起 始点 开始 沿 着 DNA 链 连续 移动 ,起 始点 可 以 启动 
单 向 复制 或 者 双向 复制 ,这 主要 取决 于 在 复制 起 始点 形成 一 个 复制 又 还 是 两 个 复制 叉 。 
在 单 向 复制 中 ,所 产生 的 一 个 复制 叉 离开 起 始点 , 沿 DNA 链 前 进 ; 在 双向 复制 中 ,起 始点 
处 产生 两 个 复制 又 ,它们 从 起 始点 开始 沿 着 相反 的 方向 等 速 前 进 。 

2. 复制 起 始点 

从 细菌 .酵母 .线粒体 和 叶绿体 中 鉴定 出 的 复制 起 始点 的 共同 特点 是 含有 丰富 的 
AT 序列 , 它 可 能 有 利于 DNA 复制 启动 时 双 链 的 解 开 。 通 常 ,细菌 .病毒 和 线粒体 的 
DNA 分 子 都 是 作为 单个 复制 子 完成 复制 的 ,而 真 核 生物 基因 组 可 以 同时 在 多 个 复制 起 
始点 上 进行 双向 复制 ,也 就 是 说 它们 的 基因 组 包含 有 多 个 复制 子 ! 老 2-!0)。 真 核 生物 复 
制 子 并 非 同时 起 作用 ,一 般 情况 下 ,在 特定 的 时 问 范围 内 ,只 有 不 超过 15% 的 复制 子 
进行 复制 。 


2.3 DNA 的 复制 


图 2-18 DNA 的 半 
保留 复制 


图 2-19 DNA 链 的 
复制 过 程 示意 图 

(a) DNA 改变 双 蛛 旋 
构象 , 解 链 酶 解 开 双 
链 ,在 单 链 DNA 结合 
蛋 扬 (SSB) 和 DNA 聚 
合 酶 亚 的 共同 作用 下 
合成 先导 链 ,方向 与 复 
制 又 推进 的 方向 一 致 。 
在 后 随 链 上 , 当 人 复制 又 
进一步 打开 时 ,RNA 
引物 才能 与 DNA 单 
链 相 结 合 ; (b) 后 随 链 
合成 时 ,产生 冈 崎 片 
段 ; (c) 复制 义 继续 前 
进 ,引物 酶 合成 新 的 
RNA 引 物 , 与 DNA 
单 链 相 结 合 准备 引发 
合成 新 的 冈 崎 片段 。 





拓扑 异 构 酶 了 








RNA 引 物 RNA 引 物 


(b) 





后 随 链 合成 (DNA 聚 合 酶 ID) 


(c) 

















冈 崎 片段 
表 2-10 部 分 生物 复制 子 的 比较 
物种 细胞 内 复制 子 数目 / 个 平均 长 度 /kb 复制 子 移动 速率 /(bp'min ) 
大 肠 杆菌 1 4 200 50 000 
酵母 500 40 3 600 
果 蝇 3 500 40 2 600 
爪 蜂 15 000 200 500 
乔 豆 35 O00 300 ? 


3. 复制 终止 点 

复制 子 中 控制 复制 终止 的 位 点 称 为 复制 终止 点 (terminus)。 在 环形 的 大 肠 杆 菌 DNA 
中 ,复制 终止 点 在 起 始点 的 相对 位 置 (旋转 180° )。 复 制 从 起 始点 开始 ,双向 进行 ,复制 叉 
向 两 个 相反 方向 沿 环 状 DNA 前 进 ,最 后 两 个 复制 叉 相 和 遇 在 一 个 位 点 而 停止 ,该 位 点 即 为 
终止 点 。 

4. 复制 方向 

通过 放射 自 显影 实验 可 以 判断 DNA 复制 的 方向 性 。 复 制 开 始 时 ,首先 用 低 放 射 性 的 
"H- 脱氧 胸 苷 标记 大 肠 杆 菌 , 数 分 钟 后 转移 到 含有 高 放射 性 的 培养 基 中 继续 标记 。 因 此 ， 
在 放射 自 显影 图 像 上 ,复制 起 始 区 的 放射 性 标记 密度 比较 低 ,感光 还 原 的 银 颗 粒 密度 也 较 
低 ;继续 合成 区 标记 密度 较 高 , 银 颗粒 密度 也 较 高 。 如 果 是 单 向 复制 , 银 颗 粒 的 密度 分 布 
是 一 端 低 , 另 一 端 高 ;而 双向 复制 则 是 中 间 密 度 低 , 两 端 高 。 
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(1) 单 向 复制 从 一 个 复制 起 始点 开 


始 , 只 有 一 个 复制 叉 在 移动 /用 :20。 某 些 环 
状 DNA 利用 这 种 方式 拷贝 双 链 DNA, 如 质 
粒 ColE1 DNA。 

(2) 双向 复制 ”复制 起 始 于 一 个 位 点 ,但 
向 两 侧 分 别 形成 复制 叉 , 向 相反 方向 移动 。 这 种 复制 方式 最 为 普遍 。 实 验 表明 ,无 论 是 原核 
生物 还 是 真 核 生物 ,DNA 的 复制 主要 是 从 固定 的 起 始点 以 双向 等 速 复制 方式 进行 的 92?1。 
复制 叉 以 DNA 分 子 上 某 一 特定 顺序 为 起 点 ,向 两 个 方向 等 速生 长 前 进 。 

(3) 相向 复制 ”还 有 一 种 比较 特殊 的 相向 复制 模式 。 从 两 个 起 始点 分 别 起 始 两 条 链 
的 复制 ,这 种 模式 虽然 有 两 个 复制 叉 的 生长 端 ,但 在 每 个 复制 又 中 只 有 一 条 链 作为 模板 合 
成 DNA!( 外 2-22)。 某 些 线性 DNA 病毒 (如 腺 病毒 ) 以 这 种 方式 进行 复制 ,其 双 链 DNA 的 每 
条 链 上 都 有 一 个 复制 起 始点 ,分 别 起 始 合成 一 条 新 链 ,两 条 链 以 相向 方式 生长 延伸 。 

5. 复制 速率 

真 核 生物 的 基因 组 比 原核 生物 大 ,其 染色 体 具有 复杂 的 高 级 结构 ,复制 时 需要 解 开 
核 小 体 ,复制 后 又 需 重 新 形成 核 小 体 ,其 复制 义 移 动 速率 为 1 000 ~ 3 000 bp/min。 真 核 
生物 染色 体 DNA 上 有 多 个 复制 起 始点 ,可 进行 多 复制 子 的 同步 复制 ,以 满足 细胞 对 DNA 
的 需要 。 


复制 丸 移动 方向 
pa 














(b) 一 -一 —— 
(9) 双向 复制 起 始点 
复制 叉 移动 方向 | 复制 pi 














起 始 


点 1 
3 末代 链 复制 移动 方向 5 
新 合成 的 链 ! ”3 ie 
复制 又 移动 方向 亲 代 链 


起 始点 2” 了 








2.3 DNA 的 复制 


图 2-20 从 个 复 
制 起 始点 开始 的 
DNA 单 向 复制 


图 2-21 放射 性 标 
记 实 验证 明 DNA 的 
复制 是 从 国定 的 旦 
巡 点 双向 等 速 进行 的 
(a) 仅 用 ?H- 胸腺 喀 喧 
标 记 DNA 10 min 即 
压 X 线 片 ;(b)2H 标 
记 DNA 合 成 10 min 
后 又 继续 非 标 记 合 
10 min ,导致 X 线 片上 
的 复制 叉 变 长 , 银 颗 粒 
分 布 广 而 稀少 ; (c) 从 
一 个 复制 起 始点 开始 
的 DNA 双向 对 称 式 
复制 。 


图 2-22 从 两 个 复 
制 起 始点 开始 ,新 外 
DNA 单 链 沿 单 一 方 
癌 生 长 
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图 2-23 DNA 合 
的 半 不 连续 性 

前 导 链 是 持续 合成 的 ， 
而 后 随 链 则 是 以 不 连 
续 的 方式 合成 的 。 


细菌 DNA 只 有 一 个 复制 起 始点 ,所 以 其 复制 叉 的 移动 速率 比 真 核 生 物 要 快 20 ~ 50 
倍 ,可 达 50 000 bp/min。 每 个 复制 单位 在 30 ~ 60 min 内 完成 复制 。 并 且 , 起 始点 可 以 连 
续 发 动 复制 ,以 满足 其 快速 生长 的 需要 。 

归纳 起 来 ,对 一 个 生物 体 基因 组 而 言 ,复制 起 始点 是 固定 的 ,表现 为 固定 的 序列 ,并 识 
别 参与 复制 起 始 的 特殊 蛋白 质 。 复 制 又 移动 的 方向 和 速率 嚼 是 多 种 多 样 的 ,但 以 双向 等 
速 方 式 为 主 。 

6. 冈 崎 片段 与 半 不 连续 复制 

由 于 DNA 双 螺旋 的 两 条 链 是 反 向 平行 的 ,因此 在 复制 叉 附 近 解 开 的 DNA 链 一 条 是 
5 一 3' 方 向 , 另 一 条 是 3' 一 5' 方 向 ,两 个 模板 极 性 不 同 ,而 所 有 已 知 DNA 聚合 酶 的 合成 
方向 都 是 5' 一 3', 不 是 3' 一 5', 这 就 不 能 解释 DNA 的 两 条 链 几乎 同时 复制 合成 这 个 事实 。 
为 了 解释 这 一 等 速 复制 现象 ,日 本 学 者 风 崎 (Okazaki) 等 提出 了 DNA 的 半 不 连续 复制 
(semidiscontinuous replication) 模型 。 他 用 H 脱氧 胸 苷 短 时 间 标 记 大 肠 杆菌 ,提取 DNA， 
变性 后 用 超 离心 方法 得 到 了 许多 ?H 标记 的 ,长度 为 1 000 ~ 2 000 个 碱 基 的 ,被 后 人 称 为 
冈 崎 片段 的 DNA。 现 在 已 知 一 般 原 核 生 物 的 冈 崎 片段 要 长 些 , 真 核 生 物 中 的 要 短 些 。 延 
长 标记 时 间 后 , 冈 崎 片段 可 转变 为 成 熟 DNA 链 , 由 此 推断 这 些 片段 必然 是 复制 过 程 的 中 
间 产 物 。 此 外 ,用 DNA 连接 酶 温度 敏感 突变 株 进行 实验 ,在 连接 酶 不 起 作用 的 温度 下 ,可 
以 观察 到 有 大 量 小 DNA 片段 的 累积 ,说 明 DNA 复制 过 程 中 至 少 有 一 条 链 首先 合成 较 短 
的 冈 崎 片段 ,然后 再 由 连接 酶 连 成 大 分 子 DNA。 

图 2-23 总 结 了 两 条 新 链 不 同 的 特征 ,我们 根据 它们 不 同 的 性 质 分 别 将 其 称 为 前 导 链 
(leading strand) 和 后 随 链 (lagging strand)。 前 导 链 DNA 的 合成 以 $ 一 3' 方 向 , 随 着 亲 代 
双 链 DNA 的 解 开 而 连续 进行 复制 ;后 随 链 在 合成 过 程 中 ,一 段 亲本 DNA 单 链 首 先 经 露出 
来 ,然后 以 与 复制 又 移动 相反 的 方向 按照 3 一 3' 方 向 合成 一 系列 的 冈 崎 片段 ,然后 再 把 
它们 连接 成 完整 的 后 随 链 。 进 一 步 研究 还 证 明 ,这 种 前 导 链 的 连续 复制 和 后 随 链 的 不 连 
续 复 制 在 生物 界 是 有 普遍 性 的 ,因而 称 之 为 双 螺旋 DNA 的 半 不 连续 复制 。 





3， 
Sho te N 后 
3 ~rrrrrrmn ~rrrrrrm 后 随 链 / 3 
， 后 随 链 合 成 

前 片段 后 片段 单 链 母 链 














2.3.3 ”DNA 复制 的 几 种 主要 方式 


生物 体内 DNA 双 链 的 复制 大 都 是 以 半 保 留 方式 进行 的 ,这 是 共性 ;但 不 同 生物 体内 
DNA 分 子 的 存在 形式 各 不 相同 (有 大 、 有 小 ,有 线性 分 子 、 有 环 状 分 子 ), 功 能 状态 也 不 一 样 
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(有 的 保守 、 有 的 极为 活跃), 因 而 反映 在 复制 方式 上 也 有 差别 ,这 是 个 性 。 绝 大 多 数 复制 是 
以 复制 叉 的 形式 进行 的 ,下 面 总 结 了 几 种 复制 的 机 制 。 

1. 线性 DNA 双 链 的 复制 

复制 叉 生长 方式 有 单一 起 点 的 单 向 (如 腺 病毒 ) 及 双向 (如 T7 叭 菌 体 ) 和 多 个 起 始 
点 的 双向 几 种 ,DNA 双向 复制 时 复制 叉 处 呈 “ 眼 " 形 ' 外 2-20)。 因 为 已 知 的 DNA 聚合 酶 和 
RNA 聚合 酶 都 只 能 从 5' 端 向 3' 端 移动 ,线性 DNA 在 复制 中 , 当 RNA 引 物 被 切除 后 , 留 下 5 
端的 部 分 单 链 DNA ,不 能 为 DNA 聚合 酶 所 作用 ,使 子 链 短 于 母 链 ,因此 ,线性 DNA 复制 
子 未 端的 复制 需要 有 下 列 特殊 的 机 制 : 

将 线性 复制 子 转变 为 环 状 或 多 聚 分 子 。T4 和 T7 噬菌体 就 是 利用 这 种 机 制 。T4 叭 
菌 体 的 DNA 通过 其 末端 的 简 并 性 使 不 同 链 的 3' 端 因 互补 而 结合 ,其 缺口 被 聚合 酶 作用 
填 满 ,再 经 DNA 连接 酶 作用 生成 二 联 体 。 这 个 过 程 可 重复 进行 直到 生成 原 长 20 多 倍 的 
多 联 体 ,并 由 叭 菌 体 DNA 编码 的 核酸 酶 特异 切割 形成 单位 长 度 的 DNA 分 子 。 

在 DNA 末端 形成 发 夹 结构 ,使 该 分 子 没 有 游离 的 末端 。 草 履 虫 的 线性 线粒体 DNA 
就 是 一 个 典型 的 例子 。 

在 某 种 蛋白 质 (如 末端 蛋白 ,terminal protein) 的 介入 下 ,在 真正 的 末端 上 启动 复制 。 
中 29 啦 菌 体 DNA 和 腺 病毒 DNA 的 复制 主要 依赖 这 一 机 制 。 这 类 DNA 依靠 链 取 代 法 ， 
从 一 个 末端 启动 一 条 新 链 合 成 ,以 此 取代 原来 在 双 链 中 配对 的 DNA 链 。 当 复制 又 到 达 分 
子 的 另 一 末端 时 ,被 奉 换 的 链 会 作为 一 条 游离 的 单 链 而 被 释放 。 接 着 , 它 又 被 独立 地 复制 。 
复制 时 ,$' 端 首先 与 末端 蛋白 共 价 结合 ,并 由 末端 蛋白 提供 一 个 C- 羟基 末端 来 引发 一 条 
新 的 DNA 链 的 合成 。 

2. 环 状 DNA 双 链 的 复制 

环 状 DNA 双 链 的 复制 可 分 为 6 型 深 环 型 和 DD 环 型 几 种 类 型 。 

(1) 6 型 大 肠 杆菌 基因 组 的 复制 诛 点 位 于 天 冬 酰胺 合 酶 和 ATP 合 酶 操纵 子 之 间 ,全 
长 245 bp, 称 为 OriC。 它 富 含 AT, 并 含有 多 个 短 的 重复 序列 ,能够 被 复制 起 始点 结合 
蛋白 所 识别 。 复 制 的 起 始点 涉及 DNA 双 链 的 解 旋 和 松 开 , 形 成 两 个 方向 相反 的 复制 
又 四 2-24)。 前 导 链 DNA 开始 复制 前 ,复制 原点 的 核酸 序列 被 转录 生成 短 RNA 链 ,作为 起 
始 DNA 复制 的 引物 。 
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2.3 DNA 的 复制 


图 2-24 大 肠 杆菌 
质粒 DNA 双向 复制 
的 模式 与 实验 验证 
(a)8 型 复制 模式 图 ; 
(b) >H 标记 质粒 DNA 
合成 图 。 
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(2) 滚 环 (rolling circle) 型 ”是 单 向 复制 的 一 种 特殊 方式 。 滚 环 复制 在 噬菌体 中 是 很 
常见 的 ,如 中 X174 的 双 链 环 状 DNA 复制 型 (RF) 就 是 以 这 种 方式 复制 的 。DNA 的 合成 
由 对 正 链 原点 的 专 一 性 切割 开始 ,所 形成 的 自由 $' 端 被 从 双 链 环 中 置换 出 来 并 为 单 链 
DNA 结合 蛋白 所 覆盖 ,使 其 3-OH 端 在 DNA 聚合 酶 的 作用 下 不 断 延 伸 。 在 这 个 过 程 中 ， 
单 链 尾巴 的 延伸 与 双 链 DNA 的 绕 轴 旋转 同步 时 25)。 





图 2-25 环 状 DNA | 本 加 

可 以 通过 滚 环 型 复 

制 产生 多 单元 单 链 双 链 环 状 DNA 
DNA 


复制 起 始 于 某 一 
条 DNA 链 上 





3-OH 在 复制 起 始点 打 
/1/5-P  ” 开 一 条 DNA 母 链 


新 生 DNA 链 延伸 ， 
不 断 取代 母 链 


复制 | 图 , 产生 单位 
长 度 的 线性 DNA 链 


| 若 复制 继续 进行 ,可 产 
生 多 单元 线性 DNA 链 


(3) D 环 (D-loop) 型 也 是 单 向 复制 的 一 种 特殊 方式 。 这 种 方式 首先 在 动物 线 
粒 体 DNA 的 复制 中 被 发 现 。 双 链 环 在 固定 点 解 开 进行 复制 。 但 两 条 链 的 合成 是 高 
度 不 对 称 的 ,最 初 仅 以 一 条 母 链 作为 新 链 合成 的 模板 ,迅速 合成 出 互补 链 , 另 一 条 链 
则 成 为 游离 的 单 链 环 ( 即 D 环 ) ' 扯 2-26)。 单 个 D 环 结构 在 哺乳 动物 线粒体 中 是 一 段 
开放 的 500 ~ 600 碱 基 序列 - 维持 D 环 结构 的 短 链 是 不 稳定 的 , 它 经 常 被 解 链 和 重新 
合成 以 维持 该 位 点 的 双 链 开 环 结构 。 有 些 线粒体 DNA 拥有 几 个 D 环 结构 ,反映 出 细 
胞 有 多 个 起 始点 。 叶 绿 体 DNA 也 采用 同样 的 机 制 ,高 等 植物 的 叶绿体 DNA 有 两 个 
D 环 结构 。 
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在 H 链 的 起 始点 RNA 合 成 启动 
RNA 引物 启动 复制 


RNA 切割 


L 链 


DNA 合 成 


新 二 链 的 合成 通过 
替代 亲本 链 ， 而 产 
生 D 环 


D 环 扩 增 


当 替 代 链 经 过 
工 链 的 起 始点 时 
新 H 链 的 合成 启动 





新 L 链 的 竞争 释放 了 子 代 基因 组 


、 


县 放出 来 的 基因 
组 是 部 分 复制 的 


新 链 缺 口 被 封 上 () 








2.3 DNA 的 复制 


图 2-26 哺乳 动物 
线粒体 DNA 复制 从 
D 环 开始. 每 条 链 使 
用 不 同 的 起 始点 序 
列 启动 复制 
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图 2-27 大 肠 杆 菌 
DNA 复制 起 始点 
(oriC) 保守 序列 分 
布 图 


2.4 原核 生物 和 真 核 生 物 DNA 复制 的 特点 


2.4.1 原核 生物 DNA 复制 的 特点 


大 肠 杆菌 基因 组 以 双 链 环 状 DNA 分 子 的 形式 存在 ,复制 起 始 区 位 于 其 遗传 
图 的 84 min 附近 !' 图 2-27), 复制 起 始点 (oriC) 含有 3 个 13 bp 的 串联 重复 保守 序列 ， 
CATCTNTTNTTTT ,以 及 4 个 由 9 bp 的 保守 序列 (TTATNCANA) 组 成 的 能 结合 DnaA 的 起 
始 结合 位 点 。 复 制 起 始 后 ,在 oriC 上 形成 的 两 个 复制 叉 沿 着 整个 基因 组 双向 等 速 移动 ， 
DNA 复制 的 中 间 产 物 可 形成 一 个 9, 两 个 复制 义 在 距 起 始点 180* 处 会 合 。 





3X13 bp 由 联 重复 序列 DnaA 结合 位 点 , 4X9 bp 





保守 序列 保守 序列 





GATCTNTTNTTTT TTATNCANA 
1. DNA 双 螺 旋 的 解 旋 


DNA 在 复制 时 ,其 双 链 首先 解 开 ,形成 复制 叉 ,这 是 一 个 有 多 种 蛋白 质 及 酶 参与 的 复 
杂 过 程 。 已 经 发 现 一 些 酶 和 蛋白 质 能 使 DNA 双 链 变 得 易于 解 开 ,或 者 可 以 使 超 螺旋 分 子 
松弛 。 首先 在 拓扑 异 构 酶 I 的 作用 下 解 开 负 超 螺旋 ,并 与 解 链 酶 共同 作用 ,在 复制 起 始点 
处 解 开 双 链 。 参 与 解 链 的 除 一 组 解 链 酶 外 ,还 有 Dna 蛋白 等 ,一 旦 局 部 解 开 双 链 ,就 必须 
有 SSB 蛋白 来 稳定 解 开 的 单 链 ,以 保证 该 局 部 结构 不 会 恢复 成 双 链 , 接 着 由 引发 酶 等 组 成 
的 引发 体 迅 速 作用 于 两 条 单 链 DNA 上 。 不 论 是 前 导 链 还 是 后 随 链 , 都 需要 一 段 RNA 引 
物 以 起 始 子 链 DNA 的 合成 。 现 将 其 中 重要 的 酶 与 蛋白 质 分 述 如 下 。 

(1) DNA 解 链 酶 (DNA helicase) DNA 解 链 酶 能 通过 水 解 ATP 获得 能 量 来 解 开 双 链 
DNA。 大 部 分 DNA 解 链 酶 (包括 大 肠 杆菌 解 链 酶 卫 .于 、T4 叭 菌 体 dda、T4 基因 41 和 人 
解 链 酶 等 ) 可 沿 后 随 链 模板 的 $ 一 3' 方向 并 随 着 复制 叉 的 前 进而 移动 ,只 有 另 一 种 解 链 
(Rep 蛋白 ) 是 沿 前 导 链 模板 的 3' 一 $' 方向 移动 。 因 此 推测 Rep 蛋白 和 特定 DNA 解 链 酶 
分 别 在 DNA 的 两 条 母 链 上 协同 作用 ,以 解 开 双 链 DNA。 

(2) 单 链 结合 蛋白 (single-strand binding protein,SSB 蛋白 ) 最 初 发 现 噬菌体 T4 的 基 
因 32 蛋白 可 以 在 远 低 于 解 链 温度 时 使 双 链 DNA 分 开 , 并 牢 牢 地 结合 在 单 链 DNA 上 ,后 
来 发 现 许 多 生物 中 都 有 这 类 和 蛋白 。 从 原核 生物 得 到 的 SSB 蛋白 与 DNA 结合 时 还 表现 出 
协同 效应 :如 第 一 个 SSB 蛋白 结合 到 DNA 上 去 的 能 力 为 1, 第 二 个 SSB 结合 能 力 则 可 高 
达 10; 真 核 生物 牛 、 鼠 和 人 细胞 中 的 SSB 蛋白 与 单 链 DNA 结合 时 , 则 不 表现 上 述 协同 
效应 。 
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SSB 蛋白 的 作用 是 保证 被 解 链 酶 解 开 的 单 链 在 复制 完成 前 能 保持 单 链 结 构 , 它 以 四 
聚 体形 式 存在 于 复制 叉 处 , 待 单 链 复 制 完 成 后 才 离 开 , 重 新 进入 循环 。 所 以 ,SSB 蛋白 的 
作用 是 保持 单 链 的 存在 ,并 没有 解 链 的 作用 。 

(3) DNA 拓扑 异 构 酶 (DNA topoisomerase) 大 多 数 天 然 状态 下 的 DNA 分 子 都 具有 适 
度 的 负 超 螺旋 ,可 以 形成 部 分 的 单 链 结 构 , 利 于 蛋白 质 与 DNA 的 结合 。 在 复制 过 程 中 , 随 
着 DNA 的 解 旋 , 双 螺旋 的 盘 绕 数 了 减少 ,而 超 螺旋 数 下 增加 ,使 正 超 螺 旋 增 加 ,未 解 链 部 
分 的 缠绕 更 加 紧密 ,形成 的 压力 使 解 链 不 能 继续 进行 。 拓 扑 异 构 酶 能 够 消除 解 链 造成 的 
正 超 螺 旋 的 堆积 ,消除 阻碍 解 链 继续 进行 的 这 种 压力 ,使 复制 得 以 延伸 。 

2. DNA 复制 的 引发 

所 有 DNA 的 复制 都 是 从 一 个 固定 起 始点 开始 的 ,而 目前 已 知 的 DNA 聚合 酶 都 只 
能 延长 已 存在 的 DNA 链 ,而 不 能 从 头 合成 DNA 链 ,那么 一 个 新 DNA 的 复制 是 怎样 开 
始 的 呢 ? 

研究 发 现 ,所 有 的 DNA 聚合 酶 都 从 3' 羟基 端 起 始 DNA 合成 。DNA 复制 时 ,往往 先 
由 引发 酶 (一 种 特殊 的 RNA 聚合 酶 ) 在 DNA 模板 上 合成 一 段 RNA 链 , 它 提供 引发 末端 被 
称 为 引物 ,primer), 接 着 由 DNA 聚合 酶 从 RNA 引物 3' 端 开始 合成 新 的 DNA 链 。 无 论 前 
导 链 还 是 后 随 链 开始 DNA 合成 时 ,都 需要 RNA 引物 引发 复制 ,只 是 对 于 前 导 链 来 说 ,这 
一 引发 过 程 比较 简单 ,只 要 有 一 段 RNA 引物 ,DNA 聚合 酶 就 能 以 此 为 起 点 一 直 合成 下 去 。 
但 对 于 后 随 链 来 说 ,引发 过 程 就 十 分 复杂 ,需要 多 种 蛋白 质 和 酶 的 协同 作用 ,还 牵涉 到 冈 
崎 片段 的 形成 和 连接 。 

后 随 链 的 引发 过 程 往往 由 引发 体 (primosome) 来 完成 。 引 发 体 由 6 种 蛋白 质 n,n',n"， 
Dna B、C 和 1 共同 组 成 ,只 有 当 引 发 前 体 (preprimosome) 把 这 6 种 蛋白 质 合 在 一 起 并 与 引 
发 酶 (primase) 进一步 组 装 后 形成 引发 体 ,才能 发 挥 其 功效 。 引 发 酶 是 dnaG 基因 的 产物 ， 
是 在 特定 环境 下 发 挥 作用 的 RNA 聚合 酶 , 仅 用 于 合成 DNA 复制 所 需 的 一 小 段 RNA。 引 
发 体 像 火车 头 一 样 在 后 随 链 分 又 的 方向 上 前 进 ,并 在 模板 上 断断续续 地 引发 生成 后 随 链 
的 引物 RNA 短 链 ,再 由 DNA 聚合 酶 亚 作 用 合成 DNA, 直 至 遇 到 下 一 个 引物 或 冈 崎 片段 
为 止 。 由 RNase H 降解 RNA 引物 并 由 DNA 聚合 酶 工 将 缺口 补 齐 , 再 由 DNA 连接 酶 将 两 
个 冈 崎 片段 连 在 一 起 形成 大 分 子 DNA。 

图 2-28 以 大 肠 杆菌 为 例 解 释 了 由 oriC 复制 起 始点 处 引发 的 DNA 复制 过 程 。 在 大 
肠 杆菌 中 ,一 些 蛋白 质 有 序 地 作用 于 复制 起 始点 。 首 先是 在 ATP 的 作用 下 ,大约 20 个 
DnaA 蛋白 与 oriC 的 4 个 9 碱 基 保 守 序 列 结合 ,形成 寡 聚 复合 物 ;接着 ,在 DNA 结合 蛋白 
HU 蛋白 和 ATP 的 共同 作用 下 ,DnaA 复制 起 始 复合 物 使 3 个 13 碱 基 串联 重复 序列 变性 ， 
形成 开 链 ;在 DnaC 蛋白 的 协助 下 ,六 聚 化 的 解 链 酶 DnaB 替换 了 DnaA ,与 DNA 链 结合 ， 
目前 认为 DnaB 可 能 具有 两 种 构象 ,一 种 形式 与 双 链 DNA 结合 , 另 一 种 形式 与 单 链 DNA 
结合 。 这 两 种 形式 的 转化 可 引发 双 链 体 的 熔化 ,需要 ATP 的 水 解 提 供 能 量 , 即 每 解 开 一 
个 碱 基 对 需要 水 解 一 个 ATP, 它 在 一 个 与 双 链 区 相连 的 单 链 区 起 始 解 链 , 使 DNA 双 链 进 
一 步 解 开 。 


2.4 原核 生物 和 真 核 生物 DNA 复制 的 特点 
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图 2-28 山大 肠 村 
菌 DNA 蓝 制 起 始点 
处 引发 的 DNA 复制 
过 程 

(a) 大 约 20 个 DnaA 
蛋白 在 ATP 的 作用 
下 与 onC 处 的 4 个 
9 bp 保守 序列 相 结合 ; 
(b) 在 HU 蛋白 和 
ATP 的 共同 作用 下 ， 
DnaA 复制 起 始 复合 物 
使 3x13 bp 出 联 重复 
序列 变性 ,形成 开 链 ; 
(c) DnaB( 解 链 酶 ) 六 
聚 体 分 别 与 单 链 DNA 
相 结 合 ( 需 要 DnaC 
的 帮助 ), 进一步 解 开 
DNA 双 链 。 


图 2-29 大 肠 杆 菌 
中 DNA 复制 的 终止 


052 














(a) 





与 引物 结合 , 起 
始 DNA 复 制 


4X9 bp 保守 序列 











3. 复制 的 延伸 

在 复制 的 延伸 过 程 中 ,前 导 链 
和 后 随 链 的 合成 同时 进行 。 前 导 
链 持续 合成 ,由 全 酶 异 二 聚 体 中 的 
一 个 亚 单位 和 前 导 链 模板 结合 ,在 
引物 RNA 合成 的 基础 上 ,连续 合 
成 新 的 DNA ,其 合成 方向 与 复制 叉 
一 致 。 

后 随 链 的 合成 分 段 进行 ,形成 
中 间 产 物 冈 崎 片段 ,再 通过 共 价 连 
接 成 一 条 连续 完整 的 新 DNA 链 。 
分 为 4 个 步骤 : 

(1) 首先 引物 酶 合成 约 10 核 苷 
酸 大 小 的 新 引物 。 两 个 引物 间 的 距 
离 在 细菌 中 为 1 000 ~ 2 000 个 核 苷 
酸 , 在 真 核 细胞 中 为 100 ~ 400 个 核 
苷 酸 。 

(2) DNA 聚合 酶 于 以 5 一 3' 方 
向 延伸 该 引物 ,直到 遇见 邻接 引物 
的 5' 端 。 这 个 新 合成 的 DNA 片段 
就 是 冈 崎 片段 。 

(3) 在 EE coli 中 ,DNA 聚合 酶 [ 
具有 5 一 3' 外 切 酶 的 活性 ,被 用 来 
去 除 引 物 。 

(4) DNA 连接 酶 连接 相 邻 的 冈 
崎 片段 使 之 成 为 一 条 完整 的 子 代 链 。 

4. 复制 的 终止 

除 Tus 蛋白 以 外 , 链 的 终止 
看 起 来 不 需要 太 多 蛋白 质 的 参 
与 。 当 复制 叉 前 移 , 遇 到 约 22 个 
碱 基 的 重复 性 终止 子 序列 (Ter) 时 ， 
Ter-Tus 复合 物 能 使 DnaB 不 再 将 


DNA 解 链 ,阻挡 复制 义 的 继续 前 移 ,等 到 相反 方向 的 复制 又 到 达 后 停止 复制 ,其 间 仍 有 
50 ~ 100 bp 未 被 复制 ,由 DNA 修复 机 制 填补 空缺 ,其 后 两 条 链 解 开 。 在 DNA 拓扑 异 构 酶 


V 的 作用 下 使 复制 义 解体 ,释放 子 链 DNA 四 2-29)。 


第 2 章 架 色 体 与 DNA 


5. DNA 聚合 酶 

现 已 发 现在 大 肠 杆 菌 中 存在 DNA 聚合 酶 II 开 JV 和 V ,有 关 DNA 聚合 酶 1、 本 和 
于 (主要 DNA 聚合 酶 ) 的 活性 、 功 能 及 特点 等 归纳 如 表 2-11。DNA 聚合 酶 [ 是 第 一 个 被 
鉴定 出 来 的 DNA 聚合 酶 ,但 它 不 是 复制 大 肠 杆 菌 染 色 体 的 主要 聚合 酶 。 该 蛋白 可 以 被 蛋 
白 酶 切 成 两 个 区 域 : 占 蛋 白 2/3 的 C 端 区 域 (6.8 x 10') 又 称 为 Klenow 片段 ,同时 具有 DNA 
聚合 酶 活性 和 3' 一 5' 核酸 外 切 酶 活性 , 既 可 合成 DNA 链 , 又 能 降解 DNA ,保证 了 DNA 
复制 的 准确 性 。 另 外 , 它 的 N 端 区 域 (3.5 x 109) 具有 5' 一 3' 核酸 外 切 酶 的 活性 ,可 作用 
于 双 链 DNA ,又 可 水 解 5' 末端 或 距 5' 末端 几 个 核 苷 酸 处 的 磷酸 二 酯 键 ,因而 该 酶 被 认为 
在 切除 由 紫外 线 照射 而 形成 的 喀 啶 二 聚 体 中 起 着 重要 的 作用 。 它 也 可 用 以 除去 冈 崎 片段 
5' 端 RNA 引物 ,使 网 崎 片段 间 缺 口 消失 ,保证 连接 酶 将 片段 连接 起 来 。 


表 2-11 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 1 .[ 和 亚 的 性 质 比较 





性 质 DNA 聚合 酶 1 DNA 聚合 酶 [ DNA 聚合 酶 于 

=+ + + + 
C4 + 一 一 
新 生 链 合成 - 一 + 

相对 分 子 质 最 ( x 10”) 103 90 900 

细胞 内 分 子 数 400 ? 10~20 
生物 学 活性 1 0.05 15 
已 知 的 结构 基因 Pol(A) Pol(B) Pol(C) (dnaE ,N ,ZX,Q 等) 


DNA 聚合 酶 开具 有 5' 一 3' 方 向 聚合 酶 活性 ,但 酶 活性 很 低 。 若 以 每 分 钟 酶 促 核 苷 
酸 挫 人 DNA 的 转化 率 计算 ,只 有 DNA 聚合 酶 I 的 5%, 故 也 不 是 复制 中 主要 的 酶 。 其 
3' 一 5' 核酸 外 切 酶 活性 可 起 校正 作用 。 目 前 认为 DNA 聚合 酶 开 的 生理 功能 主要 是 起 修 
复 DNA 的 作用 。 

DNA 聚合 酶 亚 包 含 7 种 不 同 的 亚 单位 和 9 个 亚 基 。 生 物 活性 形式 为 二 聚 体 。 它 既 
有 5' 一 3' 方 向 聚合 酶 活性 ,也 有 3' 一 $' 核酸 外 切 酶 活性 。 该 酶 的 活性 较 强 ,为 DNA 聚 
合 酶 1 的 15 售 ,DNA 聚合 酶 开 的 300 倍 。 它 能 在 引物 的 3-OH 上 以 每 分 钟 约 5 万 个 核 
苷 酸 的 速率 延长 新 生 的 DNA 链 , 是 大 肠 杆菌 DNA 复制 中 链 延 长 反应 的 主导 聚合 酶 。 

DNA 聚合 酶 信和 VV 分 别 由 dinB 和 umuD'2 C 基因 编码 ,主要 在 SOS 修复 过 程 中 发 挥 
功能 。 

6. 滑动 DNA 夹 极 大 地 增加 了 DNA 聚合 酶 的 持续 合成 能 力 

与 滑动 DNA 夹 (sliding DNA clamp) 的 结合 使 得 DNA 聚合 酶 在 复制 叉 上 具有 高 延伸 
能 力 。 滑 动 DNA 夹 由 多 个 相同 的 蛋白 亚 基 组 成 “ 油 炸 圈 饼 ”形状 的 结构 。 滑 动 DNA 夹 
中 央 孔 洞 的 直径 约 为 3.5 nm, 足 以 容纳 DNA 双 螺 旋 .参与 DNA 合成 的 蛋白 质 以 及 必需 的 
水 分 子 ' 外 -0)。 聚 合 酶 与 滑动 DNA 夹 在 复制 叉 处 形成 复合 体 ,在 DNA 合成 时 沿 着 DNA 
模板 高 效 地 滑动 ,保持 聚合 酶 与 DNA 的 紧密 接触 ,从 而 大 大 增加 了 DNA 聚合 酶 的 持续 合 
成 能 力 。 
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图 2-30 与 DNA 结 
合 的 滑动 DNA 夹 的 
三 维 结构 

消 动 夹 中 央 孔 洞 的 直 
径 约 为 35 nm,DNA 螺 
旋 的 宽度 约 为 2 nm， 
因此 ,在 滑动 夹 和 DNA 
之 间 可 容纳 一 个 或 两 
个 水 分 子 。 图 像 使 用 
PyMOL 软件 制作 。 
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当 单 链 DNA 模板 完成 复制 后 ,DNA 聚合 酶 必须 从 DNA 模板 和 滑动 夹 上 释放 下 来 以 
参与 新 的 DNA 复制 ,而 滑动 DNA 夹 则 会 滑动 到 新 的 DNA 合成 位 点 并 执行 新 的 功能 。 滑 
动 DNA 夹 蛋 白 是 病毒 .细菌 .酵母 以 及 人 类 等 生物 中 DNA 复制 体系 中 必 不 可 少 的 保守 部 
件 ,其 结构 在 不 同 的 生物 中 也 是 保守 的 , 均 以 同样 的 六 边 形 对 称 结构 存 在 ,虽然 形成 夹子 
的 亚 基数 可 能 不 同 。 


2.4.2 ” 真 核 生物 DNA 复制 的 特点 


真 核 生物 DNA 的 复制 与 原核 生物 DNA 复制 有 很 多 不 同 ,例如 , 真 核 生物 每 条 染色 质 
上 可 以 有 多 处 复制 起 始点 ,而 原核 生物 只 有 一 个 起 始点 ; 真 核 生物 的 染色 体 在 全 部 完成 复 
制 之 前 ,各 个 起 始点 上 DNA 的 复制 不 能 再 开始 ,而 在 快速 生长 的 原核 生物 中 ,复制 起 始点 
上 可 以 连续 开始 新 的 DNA 复制 ,表现 为 虽 只 有 一 个 复制 单元 ,但 可 有 多 个 复制 叉 。 

在 真 核 生物 细胞 中 ,DNA 复制 只 是 细胞 周期 的 一 部 分 , 它 只 在 S 期 进行 。 第 一 批复 
制 子 的 激活 标志 着 S 期 的 开始 。 在 之 后 的 几 个 小 时 里 ,其 余 的 复制 子 相 继 启动 。 真 核 生 
物 的 复制 子 相对 较 小 ,其 长 度 为 40 ~ 100 千 碱 基 对 - 

真 核 生物 中 复制 起 始点 有 什么 特点 呢 ? 目前 为 止 ,酿酒 酵母 的 复制 起 始点 已 经 被 鉴 
定 出 来 ,长 150 bp 左右 ,包括 数 个 复制 起 始 必 需 的 保守 区 ,将 这 个 特殊 序列 作为 一 个 部 件 
来 构建 一 个 环 状 的 DNA 分 子 , 这 个 核 外 DNA 分 子 在 酵母 中 是 能 够 自主 复制 的 。 我 们 把 
酵母 的 复制 起 始点 称 为 自主 复制 序列 (autonomously replicating sequence,ARS)。 后 来 在 其 
他 的 真 核 生 物 中 也 发 现 类 似 于 酵母 ARS 元 件 的 顺序 。 不 同 ARS 序列 的 共同 特征 是 具有 
一 个 被 称 为 A 区 的 11 个 A-T 碱 基 对 的 保守 序列 。 真 核 生物 DNA 复制 的 起 始 需 要 起 始 
点 识别 复合 物 (origin recognition complex,ORC) 参 与 ,人 们 首先 在 酿酒 酵母 中 发 现 了 ORC， 
之 后 在 裂 殖 酵母 . 果 蜗 和 爪 蟾 中 鉴定 出 相似 的 复合 物 ,ORC 结合 于 ARS, 它 是 由 6 种 蛋白 
质 组 成 的 启动 复合 物 。 

真 核 生物 DNA 复制 叉 的 移动 速率 大 约 只 有 50 bp/s, 还 不 到 大 肠 杆菌 的 1/20, 因 此 ， 
人 类 DNA 中 每 隔 30 000 ~ 300 000 个 碱 基 就 有 一 个 复制 起 始点 。 

已 发 现 的 真 核 生物 DNA 聚合 酶 有 15 种 以 上 。 在 哺乳 动物 细胞 中 主要 有 5 种 DNA 
聚合 酶 ,分 别称 为 DNA 聚合 酶 a.B.y .6 和 &, 其 特性 如 表 2-12。 
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表 2-12 真 核 生物 DNA 上 乐 合 酶 的 特性 比较 





性 质 DNA DNA DNA DNA DNA 
聚合 麻 a 加 合 几 聚合 酶 Y 案 合 酶 5 聚合 欧 = 
亚 基数 4 1 2 2~3 >1 
在 细胞 内 分 布 核 内 核 内 线粒体 核 内 核 内 
功能 DNA 引物 合成 损伤 修复 线粒体 DNA 复制 。 主要 DNA 复制 酶 复制 修复 
3' 一 5' 外 切 无 无 有 有 有 
5' 一 3' 外 切 无 无 无 无 无 


真 核 细胞 的 DNA 聚合 酶 和 细菌 DNA 聚合 酶 基本 性 质 相 同 , 均 以 dNTP 为 底 物 , 需 
Mg” 激活 ,聚合 时 必须 有 模板 链 和 具有 3'-OH 末端 的 引物 链 , 链 的 延伸 方向 为 5 一 3'。 
但 真 核 细胞 的 DNA 聚合 酶 一 般 都 不 具有 核酸 外 切 酶 活性 ,推测 一 定 有 另外 的 酶 在 DNA 
复制 中 起 校对 作用 。 

DNA 聚合 酶 a 的 功能 主要 是 引物 合成 , 即 能 起 始 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 它 与 引发 
酶 (primase) 形 成 复合 体 , 因 其 具有 引发 ,延伸 链 的 双重 功能 ,所 以 又 被 称 为 pol a 的 引发 酶 。 
DNA 聚合 酶 B 活性 水 平稳 定 , 可 能 主要 在 DNA 损伤 的 修复 中 起 作用 ,属于 高 忠实 性 修复 
酶 。DNA 聚合 酶 5 是 主要 负责 DNA 复制 的 酶 ,参与 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 而 DNA 聚 
合 酶 s 与 后 随 链 合成 有 关 , 在 DNA 合成 过 程 中 核 苷 切除 以 及 碱 基 的 切除 修复 中 起 着 重要 
的 作用 ,而 且 , 它 在 细胞 的 重组 过 程 中 可 能 具有 某 些 功能 。DNA 聚合 酶 Y 在 线粒体 DNA 
的 复制 中 发 挥 作 用 。 

除了 上 述 5 种 主要 的 DNA 聚合 酶 外 , 真 核 生物 中 还 存在 5、m、! 和 KK 等 几 种 DNA 聚 
合 酶 ,它们 承担 着 修复 损伤 的 功能 ,但 这 些 修复 酶 的 忠实 性 都 很 低 。 

有 关 真 核 生 物 DNA 复制 比较 公认 的 说 法 是 :在 复制 又 上 存在 一 个 DNA 聚合 酶 w 引 
发 酶 复合 体 和 另外 两 个 DNA 聚合 酶 复合 体 。 这 两 个 聚合 酶 中 一 个 是 DNA 聚合 酶 5, 另 
一 个 是 第 二 个 DNA 聚合 酶 8 或 DNA 聚合 酶 ,前 者 延伸 前 导 链 ,后 者 合成 后 随 链 的 冈 崎 
片段 。 冈 崎 片段 RNA 引物 的 去 除 分 为 两 步 。 首 先 , 一 种 可 特异 性 切除 DNA-RNA 杂 合 底 
物 的 RNA 酶 Hl 发 挥 核酸 内 切 酶 的 活性 ,在 靠近 RNA 与 DNA 的 连接 处 切 开 引 物 ,由 具 
备 $ 一 3' 核酸 外 切 酶 活性 的 FEN1 和 蛋白 降解 RNA 片段 。 最 后 ,由 DNA 连接 酶 1 将 相 邻 
的 冈 崎 片段 连接 起 来 。 

真 核 生物 染色 体 复制 时 ,前 导 链 可 连续 复制 直到 模板 链 的 末端 ,释放 出 完整 的 子 代 
染色 单 体 ;而 后 随 链 以 不 连续 的 方式 复制 ,必须 有 特殊 的 机 制 来 安排 5' 端 部 分 DNA 链 的 
复制 问题 ,以 免 该 链子 代 DNA 的 5' 端 序列 逐步 缩短 。 真 核 生物 能 够 通过 形成 端 粒 结构 
和 具有 反 转 录 酶 活性 的 端 粒 酶 来 防止 DNA 复制 时 后 随 链 缩短 而 产生 的 染色 体 部 分 缺 短 。 
端 粒 栈 能 利用 自身 携带 的 RNA 链 作为 模板 ,以 dNTP 为 原料 ,以 反 转 录 的 方式 催化 合成 
模板 后 随 链 5' 端 DNA 片段 或 外 加 重复 单位 (如 人 染色 体 端 粒 为 TTAGGG), 以 维持 端 粒 一 
定 的 长 度 , 从 而 防止 染色 体 的 缺 短 损伤 。 
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图 2-31 ColEl 质 
粒 DNA 复制 起 始点 
调控 因子 之 问 关系 
简 图 
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2.4.3 ”DNA 复制 的 调控 


原核 细胞 的 生长 和 增殖 速率 取决 于 培养 条 件 , 但 在 生长 增殖 速率 不 同 的 细胞 中 DNA 链 
延伸 的 速率 几乎 是 恒定 的 ,只 是 复制 叉 的 数量 不 同 。 迅 速 分 裂 的 细胞 具 较 多 复制 叉 ,而 分 列 
缓慢 的 细胞 复制 叉 较 少 并 出 现 复 制 的 间隙 。 细 胞 内 复制 叉 的 多 少 决定 了 复制 起 始 频率 的 高 
低 ,这 可 能 是 原核 细胞 复制 的 调控 机 制 。 复 制 起 始 频率 的 直接 调控 因子 是 蛋白 质 和 RNA。 

1. 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 的 复制 调控 

染色 体 的 复制 与 细胞 分 型 一 般 是 同步 的 ,但 复制 与 细胞 分 裂 不 直接 偶 联 。 复 制 起 始 
不 依赖 于 细胞 分 裂 ,而 复制 的 终止 则 能 引发 细胞 分 裂 。 在 一 定 生长 速率 范围 内 ,细胞 与 
染色 体 的 质量 之 比 相 对 恒定 ,这 是 由 活化 物 、 阻 过 物 和 去 阻 过 物 及 它们 的 相互 作用 所 制 
约 的 。 复 制 的 功能 单位 , 即 复制 子 与 转录 的 操纵 子 相似 ,由 起 始 物 位 点 和 复制 起 始点 两 
部 分 组 成 。 起 始 物 位 点 编码 复制 调节 蛋白 质 ,复制 起 始点 与 调节 和 蛋白质 相 互 作 用 并 启动 
复制 。 起 始 物 位 点 突变 使 复制 停止 并 导致 细胞 死亡 。 这 些 条 件 致 死 突变 包括 dpa4 、dnaC 
和 dona7 突变 株 , 证 明 上 述 基因 编码 的 调节 蛋白 质 通 过 与 复制 复合 物 的 相互 作用 确定 复制 
起 始 频率 和 复制 方式 。 

DNA 复制 的 调控 主要 发 生 在 起 始 阶 段 ,一 旦 开始 复制 ,如 没有 意外 的 阻力 ,就 可 以 一 
直 复 制 下 去 直到 完成 。 大 肠 杆菌 的 复制 起 点 有 oriC 和 oriH 两 种 ,其 中 oriC 是 首选 的 复制 
起 点 ,而 oriH 是 在 RNaseH 缺失 突变 株 中 发 现 的 一 系列 复制 起 始点 。 这 两 种 起 始点 起 始 
复制 的 机 理 和 调控 方式 不 同 。 

2. ColE1 质粒 DNA 的 复制 调控 

ColE1 是 一 个 6 646 碱 基 对 的 小 质粒 ,在 宿主 细胞 内 拷贝 数 为 20 ~ 30。ColE1 DNA 复 
制 不 依赖 于 其 本 身 编 码 的 蛋白 质 , 而 完全 依靠 宿主 DNA 聚合 酶 [ 。 质 粒 DNA 编码 两 个 
负 调 控 因子 Rop 蛋白 和 反 义 RNA(RNA,), 它 们 控制 了 起 始 DNA 复制 所 必需 的 引物 合成 。 
引物 RNA 前 体 的 转录 起 始 于 复制 起 始点 上 游 555 个 核 苷 酸 处 , 需 经 RNaseH 加 工 后 产生 
有 555 个 核 苷 酸 的 引物 ,然后 由 DNA 聚合 酶 [ 在 引物 的 3' 末 端 起 始 DNA 合成 。RNA， 
的 编码 区 在 引物 RNA 编码 区 的 5 末端 ,转录 方向 与 引物 RNA 相反 ,因此 与 引物 RNA 的 5' 
末端 互补 外 2-30。RNA, 通过 氢 键 配对 与 引物 RNA 前 体 相 互 作用 ,阻止 了 RNaseH 加 工 
引物 前 体 ,使 其 不 能 转化 为 有 活性 的 引物 而 对 复制 起 负 调 控 作 用 。 
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RNA, 不 仅 控制 质粒 的 拷贝 数 而 且 决定 了 质粒 的 不 相 容 性 。RNA, 与 引物 RNA 分 子 
的 相互 作用 是 可 逆 的 ,因此 细胞 内 RNA, 的 浓度 决定 了 ColE1 质粒 的 复制 起 始 频率 。 另 
一 个 负 调 控 因 子 Rop 蛋白 能 提高 RNA, 与 引物 前 体 的 相互 作用 ,从 而 加 强 了 RNA, 的 负 
调控 作用 。 

3. 真 核 细胞 DNA 的 复制 调控 

真 核 细 胞 的 生活 周期 可 分 为 4 个 时 期 :6,、S、G, 和 M 期 。G, 是 复制 预备 期 ,S 为 复制 
期 ,G; 为 有 丝 分 裂 准备 期 ,M 为 有 丝 分 裂 期 。DNA 复制 只 发 生 在 S 期 。 真 核 细 胞 中 DNA 
复制 有 3 个 水 平 的 调控 : 

(1) 细胞 生活 周期 水 平 调控 ”也 称 为 限制 点 调控 , 即 决定 细胞 停留 在 G, 期 还 是 进入 
S 期。 许多 外 部 因素 和 细胞 因子 参与 限制 点 调控 。 促 细胞 分 裂 剂 .致癌 剂 .外 科 切 除 等 都 
可 诱发 细胞 由 G, 期 进入 S 期。 一 些 细胞 质 因 子 如 四 磷酸 二 腺 苷 和 聚 ADP- 核糖 也 可 诱 
导 DNA 的 复制 。 

(2) 染色 体 水 平 调控 ”决定 不 同 染色 体 或 同一 染色 体 不 同 部 位 的 复制 子 按 一 定 顺 序 
在 S 期 起 始 复制 ,这 种 有 序 复制 的 机 理 还 不 清楚 。 

(3) 复制 子 水 平 调控 ”决定 复制 的 起 始 与 否 。 这 种 调控 从 单 细胞 生物 到 高 等 生物 是 
高 度 保守 的 。 此 外 , 真 核 生物 复制 起 始 还 包括 转录 活化 .复制 起 始 复合 物 的 合成 和 引物 合 
成 等 阶段 ,许多 参与 复制 起 始 蛋白 的 功能 与 原核 生物 中 相 类 似 。 酵 母 染色 体 复 制 只 发 生 
于 S 期 ,各 个 复制 子 按 专 一 的 时 间 顺 序 活化 ,在 S 期 的 不 同 阶段 起 始 复制 。 研 究 由 3 个 复 
制 起 始点 (ARS1、ARS2 和 10Z) 构建 的 质粒 发 现 ,酵母 复制 起 始 受 时 序 调控 ,也 受 a 因子 
和 odec 基因 调控 。 已 克隆 的 ARS 片段 中 都 有 14 bp 的 核心 序列 ,其 中 序列 为 A( 或 TJTT- 
TATPuTTA (或 T) 的 11 个 核 苷 酸 是 高 度 保守 的 ,这 个 区 域 的 点 突变 使 ARS 失去 复制 起 始 
功能 。 


2.5 ”DNA 的 修复 

由 于 染色 体 DNA 在 生命 过 程 中 占有 至 高 无 上 的 地 位 ,DNA 复制 的 准确 性 以 及 DNA 
日 常 保养 中 的 损伤 修复 就 有 着 特别 重要 的 意义 。 表 2-13 是 存在 于 大 肠 杆菌 中 的 DNA 修 
复 系统 。 


表 2-13 ”大肠 杆 将 中 DNA 的 修复 系统 


DNA 修复 系统 功 能 
错 配 修复 恢复 错 配 
切除 收复 ( 破 基 , 核 首 酸 切除 修复 ) 切除 突变 的 碱 基 和 核 苷 酸 片段 
重组 修复 复制 后 的 修复 ,重新 启动 停 剖 的 复制 又 
DNA 直接 修复 修复 啼 喧 一体 或 甲 基 化 DNA 
SOS 系统 DNA 的 修复 ,导致 变异 


2.5 DNA 的 修复 
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图 2-32 根据 母 链 
甲 基 化 原则 找 出 错 
瑟 磊 基 过 程 图 示 

(a) 发 现 碱 基 错 配 ; 
(b) 在 水 解 ATP 的 作 
用 下 ,Muts、 Mutl 与 
碱 基 错 配 位 点 的 DNA 
双 链 相 结 合 ;{ cMuts 一 
MutL 在 DNA 双 链 
上 移动 ,发现 甲 基 化 
DNA 后 由 MutH 切 开 
非 甲 基 化 的 子 链 。 


2.5.1 错 配 修复 


一 旦 在 DNA 复制 过 程 中 发 生 错 配 ,细胞 能 够 通过 准确 的 错 配 修复 (mismatch repair) 
系统 识别 新 合成 链 中 的 错 配 并 加 以 校正 ,DNA 子 链 中 的 错 配 几乎 完全 能 被 修正 ,充分 反 
映 了 母 链 序列 的 重要 性 。 因 此 , 错 配 修复 系统 对 DNA 复制 忠实 性 有 很 大 的 贡献 。 该 系统 
识别 母 链 的 依据 来 自 Dam 甲 基 化 酶 , 它 能 使 位 于 5'-GATC 序列 中 腺 苷 酸 的 N 位 甲 基 化 。 
一 旦 复制 叉 通过 复制 起 始 位 点 , 母 链 就 会 在 开始 DNA 合成 前 的 几 秒 钟 至 几 分 钟 内 被 甲 基 
化 。 此 后 ,只 要 两 条 DNA 链 上 碱 基 配 对 出 现 错误 , 错 配 修复 系统 就 会 根据 “保存 母 链 , 修 
正 子 链 ” 的 原则 , 找 出 错误 碱 基 所 在 的 DNA 链 ,并 在 对 应 于 母 链 甲 基 化 腺 苷 酸 上 游 乌 苷 
酸 的 $' 位 置 切 开 子 链 ' 据 23 ,再 根据 错 配 碱 基 相 对 于 DNA 切口 的 方位 启动 如 图 2-33 中 
所 示 两 条 修复 途径 之 一 ,合成 新 的 子 链 DNA 片段 。 
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图 2-33 ” 碱 基 错 配 修复 过 程 示意 图 


当 错 配 碱 基 位 于 切口 3 下游 端 时 ,在 MutL-Murs 、DNA 解 链 酶 全、 DNA 外 切 酶 而 或 Recj 核酸 酶 的 作用 下 ,从 错 配 碱 基 3' 下 游 端 开始 切除 单 链 
DNA 直 到 原 切 口 ,并 在 DNA 聚合 酶 由 和 SSB 的 作用 下 合成 新 的 子 链 片段 。 若 错 配 碱 基 位 于 切口 的 5" 上游 端 , 则 在 DNA 外 切 梅 [ 或 X 的 作用 下 ， 
从 错 配 碱 基 5' 上 游 端 开始 切除 单 链 DNA 直到 原 切 口 ,再 合成 新 的 子 链 片段 。 


2.5.2 ”切除 修复 


1. 碱 基 切 除 修复 (base-excision repair) 

研究 发 现 ,所 有 细胞 中 都 带 有 不 同类 型 .能 识别 受 损 核酸 位 点 的 糖苷 水 解 酶 , 它 能 
特异 性 切除 受 损 核 苷 酸 上 的 N-8 糖苷 键 , 在 DNA 链 上 形成 去 叶 叭 或 去 喀 啶 位 点 , 统 
称 为 AP 位 点 ' 鲜 2-34)。 一 类 DNA 糖苷 水 解 酶 一 般 只 对 应 于 某 一 特定 类 型 的 损伤 ,如 
尿 喀 了 啶 糖苷 水 解 酶 就 特异 性 识别 DNA 中 胞 喀 啶 自发 脱 氨 形成 的 尿 喀 啶 ,而 不 会 水 解 
RNA 分 子 中 尿 喀 啶 上 的 N-8 糖苷 键 。DNA 分 子 中 一 旦 产生 了 AP 位 点 ,AP 核酸 内 切 
酶 就 会 把 受 损 核 苷 酸 的 糖苷 - 磷酸 键 切 开 , 并 移 去 包括 AP 位 点 核 苷 酸 在 内 的 小 片段 
DNA ,由 DNA 聚合 酶 1 合成 新 的 片段 ,最 终 由 DNA 连接 酶 把 两 者 连 成 新 的 被 修复 的 
DNA 链 。 

2. 核 苷 酸 切除 修复 (nucleotide-excision repair) 

当 DNA 链 上 相应 位 置 的 核 苷 酸 发 生 损伤 ,导致 双 链 之 间 无 法 形成 氢 键 , 则 由 核 苷 酸 
切除 修复 系统 负责 修复 。 图 2-35 分 别 是 大 肠 杆 菌 ( 左 ) 和 人 类 细胞 ( 右 ) 中 的 修复 过 程 。 
损伤 发 生 后 ,首先 由 DNA 切割 酶 (excinuclease) 在 已 损伤 的 核 苷 酸 $' 和 3' 位 分 别 切 开 磷 
酸 糖 苷 键 ,产生 一 个 由 12 ~ 13 个 核 苷 酸 ( 原 核 生 物 ) 或 27 ~ 29 个 核 苷 酸 ( 人 类 或 其 他 高 
等 真 核 生物 ) 的 小 片段 , 移 去 小 片段 后 由 DNA 聚合 酶 [ (原核 ) 或 s( 真 核 ) 合 成 新 的 片段 ， 
并 由 DNA 连接 酶 完成 修复 中 的 最 后 一 道 工序 。 
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图 2-34 DNA 分 子 (a) 
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图 2-35 大 肠 杆菌 4 左 ) 科 人 类 绷 胞 ( 右 ) 中 的 核 戎 酸 切 除 修 复 过 程 丰 总 峡 


在 原核 生物 中 受 损伤 核 苷 酸 3 端的 第 5 位 ,5' 端的 第 8 位 磷酸 糖苷 键 分 别 被 DNA 切割 阴 切 开 。 在 人 类 细胞 中 , 受 损伤 核 苷 酸 3 端 第 6 位 ,5 端 
的 第 22 位 硫酸 楼 苷 键 分 别 被 DNA 切割 酶 切 开 。 
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2.5.3 ”重组 修复 


重组 修复 (recombinant repair) 又 被 称 为 “复制 后 修复 ”, 它 发 生 在 复制 之 后 。 机 体 细胞 
对 在 复制 起 始 时 尚未 修复 的 DNA 损伤 部 位 可 以 先 复制 再 修复 , 即 先 跳 过 该 损伤 部 位 ,在 新 
合成 链 中 留 下 一 个 对 应 于 损伤 序列 的 缺口 ,该 缺口 由 DNA 重组 来 修复 : 先 从 同 源 DNA 母 
链 上 将 相应 核 苷 酸 序列 片段 移 至 子 链 缺 口 处 ,然后 再 用 新 合成 的 序列 补 上 母 链 空缺 。 大 
肠 杆菌 的 rec 基因 编码 主要 的 重组 修复 系统 , 它 的 一 个 主要 作用 是 重新 启动 停滞 的 复制 义 。 


2.5.4 DNA 的 直接 修复 


生物 体内 还 存在 多 种 DNA 损伤 以 后 直接 修复 而 并 不 需要 切除 碱 基 或 核 苷 酸 的 机 制 。 
直接 修复 (direet repair) 是 把 损伤 的 碱 基 回 复 到 原来 状态 的 一 种 修复 。 最 普遍 的 例子 是 在 
DNA 光 解 酶 (photolyase) 的 作用 下 把 在 光 下 或 经 紫外 线 照 射 形成 的 环 丁 烷 胸腺 喀 啶 二 体 
及 6-4 光 化 物 (6-4 photoproduct) 还 原 成 为 单 体 的 过 程 ' 几 2-36)。 生 物体 内 还 广泛 存在 着 使 
O“ 熏 甲 基 乌 味 吟 脱 甲 基 化 的 甲 基 转 移 酶 ,以 防止 形成 G-T 配对 。 
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2.5.5 ”SOS 反应 


SOS 反应 (SOS response) 是 细胞 DNA 受到 损伤 或 复制 系统 受到 抑制 的 紧急 情况 下 ， 
细胞 为 求生 存 而 产生 的 一 种 应 急 措 施 。SOS 反应 包括 诱导 DNA 损伤 修复 . 诱 变 效应 、. 细 
胞 分 裂 的 抑制 以 及 溶 原 性 细菌 释放 噬菌体 等 ,细胞 癌变 也 与 SOS 反应 有 关 。 
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SOS 反应 广泛 存在 于 原核 和 真 核 生物 中 ,主要 包括 两 个 方面 :D DNA 的 修复 ;@ 产 生变 
异 。 前 者 利于 细胞 的 存活 ,具有 重要 意义 ,而 后 者 可 能 产生 不 利 的 后 果 , 如 导致 细胞 的 癌变 。 


2.6 DNA 的 转 座 


DNA 的 转 座 , 或 称 移 位 (transposition), 是 由 可 移 位 因子 (transposable element) 介 导 的 
遗传 物质 重 排 现 象 。 与 DNA 的 同 源 重组 相 比 , 转 座 作用 发 生 的 频率 虽然 要 低 得 多 ,但 它 
仍然 有 着 十 分 重要 的 生物 学 意义 ,这 不 仅 因为 它 能 说 明 在 细菌 中 发 现 的 许多 基因 缺失 或 
倒转 现象 ,而 且 它 常 被 用 于 构建 新 的 突变 体 。 已 经 发 现 “ 转 座 ” 这 一 命名 并 不 十 分 准确 ， 
因为 在 转 座 过 程 中 ,可 移 位 因子 的 一 个 拷贝 常常 留 在 原来 位 置 上 ,在 新 位 点 上 出 现 的 仅仅 
是 它 的 拷贝 。 因 此 , 转 座 有 别 于 同 源 重组 , 它 依 赖 于 DNA 的 复制 。 


2.6.1 转 座 子 的 分 类 和 结构 特征 


转 座 子 (transposon,Tn) 是 存在 于 染色 体 DNA 上 可 自主 复制 和 位 移 的 基本 单位 。 最 
初 是 由 Barbara McClintock 于 20 世纪 40 年 代 在 玉米 的 遗传 学 研究 中 发 现 的 。 几 十 年 的 
研究 结果 表明 转 座 子 存在 于 所 有 的 生物 体内 ,人 类 基因 组 中 有 35% 以 上 的 序列 为 转 座 子 
序列 ,其 中 大 部 分 与 疾病 相关 。 

转 座 子 分 为 两 大 类 : 插 人 序列 (insertional sequence,1IS) 和 复合 型 转 座 子 。 

1. 插入 序列 

插入 序列 是 最 简单 的 转 座 子 , 它 不 含有 任何 宿主 基因 。 它 们 是 细菌 染色 体 或 质粒 
DNA 的 正常 组 成 部 分 。 一 个 细菌 细胞 常 带 有 少 于 10 个 IS。 转 座 子 常常 被 定位 到 特定 的 
基因 中 ,造成 该 基因 突变 。 科 学 上 用 标准 命名 法 对 这 些 突 变 进行 编号 ,如 入 : :IS1 表示 有 
一 个 IS1 插 人 到 入 叭 菌 体 基因 组 内 。IS 都 是 可 以 独立 存在 的 单元 , 带 有 介 导 自身 移动 的 
蛋白 ,也 可 作为 其 他 转 座 子 的 组 成 部 分 。 

常见 的 IS 都 是 很 小 的 DNA 片段 ( 约 1 千 碱 基 对 ), 末 端 具有 反 向 重复 序列 (inverted 
repeat), 转 座 时 往往 复制 宿主 靶 位 点 一 小 段 (4 ~ 15 碱 基 对 )DNA ,形成 位 于 IS 两 端的 正 向 
重复 序列 (forward repeat) (图 2-37。 除 IS1 以 外 ,所 有 已 知 1S 序列 都 只 有 一 个 可 读 框 ,翻译 
起 始点 紧 挨 着 第 一 个 反 向 重复 序列 ,终止 点 位 于 第 二 个 反 向 重复 序列 或 重复 序列 附近 。 
IS1 含有 两 个 分 开 的 可 读 框 , 只 有 移 码 通读 才能 产生 功能 型 转 座 酶 。 一 般 情 况 下 ,每 个 JS 
转 座 频率 是 10” ~ 10/ 世代 ,恢复 频率 则 低 得 多 ,为 10*~ 10"/ 世代。 

2. 复合 型 转 座 子 

复合 型 转 座 子 (composite transposon) 是 一 类 带 有 某 些 抗 药性 基因 (或 其 他 宿主 基因 ) 
的 转 座 子 ,其 两 滤 往 往 是 两 个 相同 或 高 度 同 源 的 IS, 表明 IS 插入 到 某 个 功能 基因 两 端 时 
就 可 能 产生 复合 型 转 座 子 ( 氏 2-*。 一 旦 形成 复合 型 转 座 子 ,IS 就 不 能 再 单独 移动 ,因为 它 
们 的 功能 被 修饰 了 ,只 能 作为 复合 体 移 动 。 大 部 分 情况 下 ,这 些 转 座 子 的 转 座 能 力 是 由 IS 
决定 和 调节 的 。 
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除了 末端 带 有 IS 的 复合 转 座 子 以 外 ,还 存在 一 些 没有 1S 的 .体积 庞大 的 转 座 子 
(5 000 bp 以 上 ) TnA 家 族 。 这 类 转 座 子 带 有 3 个 基因 ,其 中 一 个 编码 p- 内 酰胺 酶 
(AmpR), 另 两 个 则 是 转 座 作 用 所 必需 的 。 图 2-39 是 转 座 子 TnA 结构 示意 图 。 所 有 TnA 
类 转 座 子 两 翼 都 带 有 38 bp 的 反 向 重复 序列 。 
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2.6.2 ” 真 核 生物 中 的 转 座 子 


转 座 子 不 仅 存在 于 原核 细胞 (如 大 肠 杆菌 ) 和 低 等 真 核 细 胞 (如 酵母 ) 中 ,也 同样 存在 
于 高 等 真 核 生物 。 如 玉米 和 果 蝇 中 就 发 现 了 多 个 在 基因 组 内 随机 分 布 而 且 能 重复 移动 的 
转 座 子 。 大 量 研究 证 实 , 几 乎 所 有 高 等 生物 基因 组 中 都 存在 类 似 转 座 子 序列 ,高 等 真 核 生 


2.6 ”DNA 的 转 座 


图 2-37 DNA 转 座 
的 一 般 模 式 


图 2-38 复合 型 转 
座 子 的 两 端 往往 各 
有 一 个 1S, 在 每 个 
IS 两 侧 各 有 倒置 重 
复 区 


图 2-39 转 座 于 TnA 
的 结构 示意 图 
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物 基因 组 的 流动 性 可 能 比 原核 生物 还 要 大 些 。 

早 在 20 世纪 初 ,遗传 学 家 就 已 发 现 玉米 中 存在 决定 体 细胞 变异 的 “控制 因子 ”( 事 实 
上 就 是 转 座 子 )。40 多 年 前 McClintock 在 美国 康 奈 尔 大 学 和 冷泉 港 实验 室 所 进行 的 开创 
性 工作 ,打破 了 孟 德 尔 关 于 基因 固定 排列 于 染色 体 上 的 概念 ,尽管 在 当时 几乎 不 能 被 科学 
界 所 接受 ,30 多 年 后 终于 在 分 子 水 平 上 得 到 证 实 , 并 使 她 获得 了 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

可 以 把 玉米 细胞 内 的 转 座 子 归 纳 为 两 大 类 :一 类 是 自主 性 转 座 子 (autonomous 
transposon); 男 一 类 是 非 自主 性 转 座 子 (nonautonomous transposon)。 前 者 具有 自主 剪接 和 
转 座 的 功能 ,后 者 单独 存在 时 是 稳定 的 ,不 能 转 座 , 当 基因 组 中 存在 与 非 自 主 性 转 座 子 同 
家 族 的 自主 性 转 座 子 时 , 它 才 具备 转 座 功能 ,成 为 与 自主 性 转 座 子 相同 的 转 座 子 。 同 一 家 
族 的 自主 性 转 座 子 能 为 非 自主 性 转 座 子 的 转 座 提供 反 式 作用 蛋白 ( 转 座 酶 ), 而 不 同 家 族 
间 无 此 反应 。 研 究 发 现 , 玉 米 转 座 子 同样 具有 典型 的 IS 特征 一 一 在 转 座 子 的 两 帮 有 两 个 
反 向 重复 序列 ,在 靶 DNA 插入 位 点 有 两 个 短 的 正 向 重复 序列 。 

下 面 以 玉米 中 研究 较 清楚 的 Ac-Ds 系统 为 例 介 绍 转 座 中 的 重要 转 座 子 : 

Ac-Ds 系统 (activator-dissociation system) 即 激活 - 解 离 系 统 , 它 通过 非 复制 型 机 制 进 
行 转 座 。 在 这 个 体系 中 ,自主 性 转 座 子 Ac 长 4563 bp ,转录 生成 单一 RNA ,其 产物 为 转 座 
酶 。 成 熟 mRNA 长 3 500 bp, 并 含有 一 个 长 807 个 密码 子 的 开放 读 码 框 ,被 4 个 内 含 子 分 
隔 成 5 个 外 显 子 。Ac 转 座 子 的 两 村 有 11 bp 的 反 向 重复 序列 ,在 其 靶 DNA 位 点 复制 形成 
8 bp 正 向 重复 序列 。Ac 能 够 自主 转 座 ,并 形成 不 稳定 的 基因 突变 ,但 不 使 染色 体 断 裂 ; 它 
能 使 Ds 因子 活化 , 转 座 , 并 通过 Ds 控制 结构 基因 的 表达 。Ac 的 作用 还 表现 为 剂量 效应 ， 
Ac 的 增加 可 以 推迟 Ds 因子 的 解 离 和 转 座 。 

Ds 元 件 属于 非 自主 性 转 座 子 , 又 称 解 离 因子 ,与 Ac 属于 同一 家 族 的 转 座 子 。 已 知 所 
有 Ds 都 是 Ac 转 座 子 的 缺失 突变 体 ,如 Ds9 只 缺失 了 194 bp, 而 Ds6 缺 了 约 2.5 kb, 因 而 
失去 转 座 酶 功能 。 当 Ac 转 座 子 存在 时 ,能 活化 Ds ,使 其 在 基因 组 内 转 座 或 插入 结构 基因 
之 内 ,导致 基因 失 活 或 改变 结构 基因 的 表达 水 平 ,也 可 使 染色 体 特定 部 位 断裂 ,引起 缺 
失 或 重组 。 

非 自 主 性 转 座 子 虽然 缺失 内 源 序列 ,但 其 两 端 转 座 特征 序列 却 是 完整 的 ,只 要 细胞 内 
有 相应 的 转 座 酶 活性 , 它 就 能 恢复 转 座 性 能 。 与 上 述 Ds 不 同 的 是 Dsl 家 族 , 它 们 只 与 Ac 
两 曼 的 11 bp 反 向 重复 序列 同 源 , 上 暗示 不 同 的 转 座 酶 只 识别 转 座 子 两 端的 反 向 重复 序列 ， 
或 者 包括 一 小 部 分 内 源 序列 。 


2.6.3 ” 转 座 作用 的 机 制 


转 座 时 发 生 的 插入 作用 有 一 个 普遍 的 特征 , 那 就 是 受 体 分 子 中 有 一 段 很 短 的 
(3 ~ 12 bp)、 被 称 为 地 序 列 的 DNA 会 被 复制 ,使 插入 的 转 座 子 位 于 两 个 重复 的 靶 序 列 之 间 。 
不 同 转 座 子 的 靶 序 列 长 度 不 同 ,但 对 于 一 个 特定 的 转 座 子 来 说 , 它 所 复制 的 靶 序 列 长 度 都 
是 一 样 的 ,如 IS1 两 翼 总 有 9 bp 的 靶 序 列 , 而 Tn3 两 端 总 有 5 bp 的 靶 序 列 晤 -01, 研 究 发 现 ， 
靶 序 列 的 复制 可 能 起 源 于 特定 内 切 酶 所 造成 的 DNA 黏 端 。 
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转 座 可 被 分 为 复制 型 和 非 复制 型 两 大 类 。 顾 名 思 义 ,在 复制 型 转 座 中 ,整个 转 座 子 被 
复制 了 ,所 移动 和 转 位 的 仅仅 是 原 转 座 子 的 拷贝 。 转 座 酶 (transposase) 和 解 离 酶 (resolvase) 
分 别 作用 于 原始 转 座 子 和 复制 转 座 子 。TnA 类 转 座 主要 是 这 种 形式 。 与 此 相对 应 ,在 非 
复制 型 转 座 中 ,原始 转 座 子 作为 一 个 可 移动 的 实体 直接 被 移 位 ,IS、Mu 及 Tn5 等 都 以 这 种 
方式 进行 转 座 。 


2.6.4 转 座 作 用 的 遗传 学 效应 


转 座 子 引发 了 许多 遗传 变异 ,如 基因 重 排 及 质粒 - 染色 体 DNA 整合 等 ,DNA 转 座 的 
遗传 学 效应 主要 有 以 下 几 方 面 : 

(1) 转 座 引起 插入 突变 各 种 IS、Tn 转 座 子 都 可 以 引起 插入 突变 。 如 果 插 入 位 于 某 
操纵 子 的 前 半 部 分 ,就 可 能 造成 极 性 突变 ,导致 该 操纵 子 后 半 部 分 结构 基因 表达 失 活 。 

(2) 转 座 产 生 新 的 基因 ”如果 转 座 子 上 带 有 抗 药 性 基因 , 它 一 方面 造成 靶 DNA 序列 
上 的 插入 突变 ,同时 也 使 这 个 位 点 产生 抗 药 性 。 

(3) 转 座 产 生 的 染色 体 畸 变 ” 当 复制 型 转 座 发 生 在 宿主 DNA 原 有 位 点 附近 时 ,往往 
导致 转 座 子 两 个 拷贝 之 间 的 同 源 重组 ,引起 DNA 缺失 或 倒 位 。 若 同 源 重 组 发 生 在 两 个 正 
向 重复 转 座 区 之 间 ,就 导致 宿主 染色 体 DNA 缺失 ; 若 重组 发 生 在 两 个 反 向 重复 转 座 区 之 
间 , 则 引起 染色 体 DNA 倒 位 42。 


2.6 DNA 的 转 座 


图 2-40 ”和 鞠 抒 列 正 
癌 重 复 序列 的 撒 成 


065 


疼 2-41 由 转 座 子 
引起 的 染色 体 DNA 
缺失 (a) 或 倒 位 (b) 
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(4) 转 座 引 起 的 生物 进化 ”由 于 转 座 作用 ,使 原来 在 染色 体 上 相距 甚 远 的 基因 组 合 到 
一 起 ,构建 成 一 个 操纵 子 或 表达 单元 ,可 能 产生 有 新 的 生物 学 功能 的 基因 和 新 的 蛋白 质 分 子 。 


2.7 SNP 的 理论 与 应 用 


SNP 是 single nucleotide polymorphism 的 缩写 ,中 文 翻译 为 单 核 苷 酸 多 态 性 , 指 基因 组 
DNA 序列 中 由 于 单个 核 苷 酸 (A.T、C 和 G) 的 突变 而 引起 的 多 态 性 。 染 色 体 DNA 同一 位 
置 上 的 每 个 碱 基 类 型 叫做 一 个 等 位 位 点 。SNP 是 基因 组 中 最 简单 最 常见 的 多 态 性 形式 ， 
具有 很 高 的 遗传 稳定 性 。 随 着 SNP 检测 和 分 析 技 术 的 进一步 发 展 ,已 经 成 为 继 限制 性 酶 
切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP) 和 微 卫星 标记 (SSR) 之 后 的 第 三 代 遗 传 标记 。 


2.7.1 SNP 概述 


一 个 SNP 表示 在 基因 组 某 个 位 点 上 一 个 核 背 酸 的 变化 ,这 种 变化 可 能 是 转换 
(C 一 一 T, 在 其 互补 链 上 则 为 G 一 一 A), 也 可 能 是 颠 换 (C 一 一 A,G 一 一 T,C 一 一 G， 
A + 一 人 T), 具 有 转换 型 变异 的 SNP 占 SNP 总 量 的 2/3 左右 。 转 换 的 概率 之 所 以 高 ,是 因 
为 CpG 二 核 苷 酸 上 的 胞 喀 啶 (C) 残 基 是 人 类 基因 组 中 最 易 发 生 突变 的 位 点 ,其 中 大 多 数 
是 甲 基 化 的 ,可 自发 地 脱 去 氨基 而 形成 胸腺 喀 啶 (T)。SNP 广泛 存在 于 人 类 基因 组 中 ,其 
发 生 频率 约 为 1% 或 更 高 。 据 估计 ,人 类 DNA 中 每 300 ~ 1 000 个 碱 基 对 就 有 一 个 SNP， 
因此 ,一 个 人 类 个 体 携带 300 万 ~ 1 000 万 个 SNP。 位 于 染色 体 上 某 一 区 域 的 一 组 相关 联 
的 SNP 等 位 位 点 被 称 作 单 倍 型 (haplotype), 相 邻 SNP 的 等 位 位 点 倾向 于 以 一 个 整体 遗传 
给 后 代 ! 狼 2-42)。 
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等 三 类 。 因 为 编码 区 内 的 变异 率 
仅 占 周围 序列 的 1/5,cSNP 的 总 量 显 著 少 于 其 他 两 类 SNP。 从 对 生物 遗传 性 状 的 影响 上 看 ， 
cSNP 又 可 分 为 2 种 ,一 种 是 同 义 cSNP (synonymous cSNP), 即 SNP 所 导致 的 编码 序列 改变 
并 不 影响 其 所 翻译 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ,突变 碱 基 与 未 突变 碱 基 的 含义 相同 ; 另 一 种 是 
非 同 义 cSNP (non-synonymous cSNP), 指 碱 基 序 列 的 改变 可 使 以 其 为 蓝本 翻译 的 蛋白 质 序 
列 发 生 改 变 , 从 而 影响 了 蛋白 质 的 功能 。 这 种 改变 常常 是 导致 生物 性 状 改变 的 直接 原因 。 
位 于 基因 调控 区 的 SNP 则 会 影响 基因 表达 量 的 多 少 , 因 此 ,这 两 类 SNP 在 功能 和 疾病 发 
生发 展 方面 具有 更 重要 的 意义 。 

研究 表明 , 某 玉米 储藏 蛋白 的 8 个 基因 型 共 包 含 了 3 个 单 倍 型 (H1、H2 和 H3), 它 们 
分 别 由 多 个 相 邻 的 SNP 所 构成 。 在 HL 和 H2 中 ,外 显 子 的 57 位 (C 一 T), 内 含 子 的 
232 位 和 236 位 (C 一 T), 共 有 3 个 SNP, 说 明 这 两 个 单 倍 型 至 少 是 3 个 等 位 基因 的 集合 。 
在 H3 和 H2 中 ,外 显 子 的 130 位 (T 一 C).165 位 (A 一 T), 内 含 子玉 的 232 位 (C 一 TT)、 
236 位 (C 一 T) 共 有 4 个 SNP( 表 2-14)。 


表 2-14 主 米 储藏 虱 白 基因 globulin! 不 同 单 们 型 和 基因 型 之 间 的 多 态 性 比较 


外 显 子 NV 内 含 子 V 
单 倍 型 基因 型 
57 130 165 232 236 
Hi H-4 ~’ 货 A T T 
H-3 T 号 A 人 
H-1 KY 工 A 水 工 
E-2 T T A T T 
B-73 T 下 A T FT 
H2 MO17 ¢ A C C 
B-1 C T A C C 
H3 H60 © Ct T 下 


2.7.2 SNP 的 检测 技术 


传统 的 SNP 检测 方法 是 采用 已 有 技术 ,如 限制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 、 PCR- 单 链 构 
象 多 态 性 (PCR-SSCP), 毛 细 管 电泳 及 变性 高 效 液 相 色谱 (DHPLC) 等 。 由 于 上 述 技 术 都 
必须 通过 凝 胶 电 泳 进行 分 析 , 通 量 受到 限制 。 而 且 这 些 方法 仅 能 判断 SNP 的 有 无 而 不 能 
知道 确切 的 碱 基 类 型 ,只 有 进行 DNA 序列 分 析 才 能 确认 所 发 现 的 SNP。 因 此 ,目前 国际 
上 最 常见 的 仍然 是 通过 DNA 测序 法 获得 新 的 SNP。 

基因 分 型 (genotyping) 是 指 利 用 数据 库 中 已 有 的 SNP 进行 特定 人 群 的 序列 和 发 生 频 
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图 2-42 单 倍 型 是 
染色 体 上 共同 遗传 
的 SNP 组 合 
图 中 SNP1 和 SNP2 
在 同一 条 染色 体 上 
而 且 距 离 很 近 ,SNP1 
有 等 位 位 点 A 和 G， 
SNP2 有 等 位 位 点 G 
和 T。 因 此 ,染色 体 
对 有 两 种 可 能 的 SNP 
组 合 。 
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网 2-43 Taqman 
技术 及 分 子叶 标 技 
术 原 理 相 意图 

(a) Taqman 技术 示意 
图 ; (b) 分 子 导 标 技术 
示意 图 。 黑 色 条 带 表 
示 待 检测 DNA 序列 ， 
灰色 短 条 带 表示 探 针 ， 
中 间 有 白色 小 格 表 示 
该 探 针 与 待 测序 列 不 
完全 匹配 。 三 角 和 圆 
图 表示 供 体 和 受 体 染 料 
对 , 星 形 表示 激发 荧光 。 


率 的 研究 ,主要 包括 基因 芯片 技术 .Taqman 技术 、 分 子 导 标 (molecular beacon) 技术 和 焦 磷 
酸 测序 法 (pyrosequencing) 等 。 

1. 基因 芯片 技术 

基因 芯片 技术 是 在 固 相 支持 介质 上 进行 分 子 杂交 和 原 位 荧光 检测 的 一 种 高 通 量 SNP 
分 析 方法 。 通 过 优化 芯片 杂交 程序 ,使 探 针 只 与 完全 互补 的 序列 杂交 而 不 与 含有 单个 错 
配 碱 基 的 序列 杂交 。 待 测 基因 样品 经 PCR 扩 增 及 荧光 化 学 标记 后 与 固定 的 探 针 进行 杂 
交 。 由 于 目标 基因 和 探 针 杂交 的 程度 与 荧光 强度 及 种 类 相关 ,因此 通过 激光 扫描 ,可 根据 
茨 光 强 弱 或 荧光 的 种 类 检测 出 被 检 序 列 的 碱 基 类 别 。 美 国 昂 菲 公司 已 制 成 此 类 芯片 ,其 
优点 是 高 通 量 ,一 次 可 对 多 个 SNP 进行 规模 性 筛选 ,被 检 起 始 材料 也 很 少 ,操作 步骤 简单 。 
缺点 是 芯片 设计 成 本 高 ,由 于 DNA 样品 的 复杂 性 ,有 些 SNP 不 能 被 检测 。 

2. Taqman 技术 

在 PCR 反应 系统 中 加 入 2 种 不 同 荧光 标记 的 探 针 ,它们 分 别 与 两 个 等 位 基因 完全 配 
对 。 探 针 的 设计 运用 了 荧光 共振 能 量 转换 (fluorescence resonance energy transfer,FRET) 
技术 , 探 针 的 5' 端 和 3' 端 分 别 用 特殊 染料 标记 , 称 为 供 体 - 受 体 染料 对 或 引爆 - 淳 灭 染 
料 对 。 正 常情 况 下 ,由 于 探 针 $' 端 荧光 基 团 和 3' 端 淳 灭 基 团 紧 邻 在 一 起 , 供 体 所 发 荧光 
由 于 其 光谱 在 空间 上 接近 受 体 染料 而 被 淳 灭 ,只 有 当 两 者 分 离 时 才能 检测 到 供 体 所 发 出 
的 荧光 。 随 着 PCR 的 有 效 进 行 ,与 模板 完全 配对 的 探 针 逐步 被 Tag DNA 聚合 酶 的 3 一 3 
外 切 活 性 所 切割 ,致使 探 针 $' 端 上 的 荧光 基 团 与 3 端的 淳 灭 基 团 分 离 , 淳 灭 效应 解除 , 供 
体 的 荧光 基 团 被 激活 ' :3 ;而 与 模板 不 能 完全 配对 的 探 针 (代表 另 一 种 等 位 基因 ) 不 能 
被 有 效 切 割 , 供 体 荧光 基 团 依然 被 淳 灭 。 通 过 相应 仪器 检测 荧光 值 的 变化 , 便 可 进行 基因 
分 型 。 

3. 分 子 导 标 技术 

与 Taqmam 技术 相似 , 分子 导 标 技术 也 是 在 PCR 反应 体系 中 加 入 荧光 标记 的 探 针 与 
靶 序列 杂交 ,通过 仪器 检测 荧光 值 的 变化 ,进行 基因 分 型 。 分 子 导 标 是 一 种 呈 茎 环 结构 
的 荧光 标记 的 寡 核 苷 酸 , 环 状 区 与 靶 序 列 特异 性 结合 , 葵 干 区 由 5~ 8 bp 组 成 ,5' 端 带 有 
荧光 发 生 基 团 ,3' 端 带 有 荧光 济 灭 基 团 。 自 由 





四 La 状态 时 ,分 子 导 标 时 发 夹 结构 ,从 而 荧光 基 团 
和 17 和 注 灭 基 团 相距 较 近 (7 ~ 10 nm), 发 生 荧光 共 
~ 0 振 能 量 转 移 , 使 荧光 基 团 发 出 的 荧光 被 注 灭 基 
ARRRSSEP 几 吸 收 并 以 热 的 形式 散发, 荧光 几乎 完全 被 济 
灭 。 当 分 子 导 标 与 半分 子 相 结合 时 ,荧光 基 
&) | 团 和 溢 灭 基 团 之 间 的 距离 增 大 ,分 子 导 标的 荧 
人 | 光 几 乎 100% 恢复 ,所 检测 到 的 荧光 强度 与 深 
| 液 中 披 标 量 成 正比 中 >。 如 果 芭 序列 中 存 

\1 
WP 人 。。 不 关 可, 分 子 导 标 与 和 序列 的 结合 就 不 和 








定 ,就 不 会 产生 荧光 。 分 子 导 标 法 在 选择 荧光 
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染料 时 ,不 必 像 Taqman 法 那样 考虑 染料 之 间 光 谱 的 重合 性 ,一 次 可 以 使 用 4 种 或 4 种 以 
上 染料 ,同时 对 多 个 SNP 进行 分 析 。Taqman 法 和 分 子 导 标 法 优点 都 是 操作 简单 ,可 以 自 
动 化 ,缺点 是 不 能 达到 高 通 量 分 析 ,荧光 探 针 费用 高 。 

4. 焦 磷酸 测序 法 

DNA 焦 磷酸 序列 分 析 技 术 是 一 种 不 依赖 平板 胶 或 毛细 管 电泳 ,不 依赖 DNA 的 荧光 
标记 /激发 /检测 体系 的 序列 分 析 技 术 , 适 于 对 已 知 序列 的 DNA 片段 进行 验证 分 析 , 适 
于 对 已 知 SNP 的 序列 验证 及 基因 分 型 。 焦 磷酸 测序 技术 主要 是 由 4 种 酶 催化 同一 反应 
体系 中 的 酶 级 联 反 应 ,包括 DNA 聚合 酶 .硫酸 化 酶 (ATP sulfurylase)、 荧 光 素 酶 (luciferase) 
和 双 磷 酸 酶 (apyrase), 反 应 底 物 为 adenosine-5'-phosphosulfate (APS) 和 荧光 素 (luciferin)。 
反应 体系 还 包括 待 测序 的 DNA 单 链 和 测序 引物 。 在 每 一 轮 测序 反应 中 ,加 入 一 种 dNTP， 
如 该 dNTP 与 模板 配对 ,DNA 聚合 酶 就 可 以 催化 该 dNTP 挫 和 到 引物 链 中 并 释放 焦 磷酸 
基 团 (PP,)。 挫 入 的 dNTP 和 释放 的 焦 磷 酸 呈 等 摩尔 数 。 反 应 时 dATP 由 deoxyadenosine 
alfa-thio triphosphate (dATPaS) 替代 ,因为 DNA 聚合 酶 对 dATPasS 的 催化 效率 比 对 dATP 
的 催化 效率 高 , 且 dATP 是 荧光 率 酶 的 底 物 ,dATPaS 不 是 。 硫 酸化 酶 催化 APS 和 PP, 
形成 ATP, 其 摩尔 数 和 焦 磷 酸 一 致 。ATP 驱动 荧光 素 酶 介 导 的 荧光 素 向 氧化 荧光 素 
(oxyluciferin) 的 转化 ,氧化 荧光 素 发 出 与 ATP 含量 成 正比 的 可 见 光 信号 。 光 信号 由 CCD 
摄像 机 检测 并 通过 相应 的 软件 得 到 反映 。 每 个 峰 的 高 度 ( 光 信和 号) 与 反应 中 挫 人 的 核 苷 酸 
数 成 正比 。ATP 和 未 摊 人 的 dNTP 由 双 磷 酸 酶 降解 , 淳 灭 光 信 号 ,并 再 生 反 应 体系 。 加 入 
下 一 种 dNTP 进行 下 一 轮 反 应 。 随 着 以 上 过 程 的 循环 进行 ,互补 DNA 链 合 成 ,DNA 序列 
信和 号 峰 确 定 ' 站 2 。 该 技术 分 析 系 统 自 动 化 程度 高 , 通 量 大 ,速度 快 ,易于 建立 标准 化 操 
作 , 适 合 大 规模 SNP 研究 及 基因 分 型 。 





(DNA), + dNTP DN 人 A 宁 全 对 + PPi 


APS+PP; ATP 


萤 光 素 ”氧化 萤 光 素 
dNTP 一 双 克 酸 酶 NDp + dNMP+P， 








ATP 双 磷 酸 本 ADP+AMP + Pi， ATP 光 信 和 号 








2.7.3 ”SNP 的 应 用 


1. 人 类 单 倍 型 图 的 绘制 

大 多 数 染色 体 区 域 只 有 少数 几 个 常见 的 单 体型 ,代表 了 一 个 群体 中 人 与 人 之 间 的 大 
部 分 多 态 性 。 某 些 染 色 体 区 域 可 以 有 很 多 SNP 位 点 ,但 是 只 用 少数 几 个 标签 SNP, 就 能 
够 提供 该 区 域内 大 多 数 的 遗传 多 态 性 模式 。 绘 制 人 类 单 倍 型 图 的 目的 就 是 描述 人 类 常见 


2.7 SNP 的 理论 与 应 用 


图 2-44 焦 硫 酸 测 


序 法 示意 图 
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的 遗传 多 态 性 模式 和 染色 体 上 具有 成 组 紧密 关联 SNP 的 区 域 。2002 年 10 月 ,国际 人 类 
基因 组 单 倍 型 图 计划 (Hapmap 计划 ) 正式 启动 ,到 目前 为 止 已 有 超过 150 万 个 SNP 被 精 
确定 位 于 各 染色 体 上 (下 一 期 的 日 标 是 使 总 密度 达到 每 500 bp 有 一 个 SNP)。 已 经 根据 这 
些 SNP 对 来 自 4 个 不 同人 种 的 269 份 DNA 样品 进行 了 基因 分 型 ,通过 不 同 个 体 基因 组 
DNA 的 基因 分 型 和 频率 计算 ,绘制 更 加 精密 的 单 倍 型 图 谱 。 人 类 单 倍 型 图 的 绘制 完成 ， 
将 为 我 们 精确 定位 复杂 疾病 ,如 糖尿 病 .癌症 ,心脏 病 .中 风 、 哮 喘 等 易 感 基因 提供 重要 
信息 。 

2. SNP 与 疾病 易 感 基因 的 相关 性 分 析 

当 一 个 遗传 标记 的 频率 在 患者 中 明显 超过 非 患者 时 ,就 表明 该 标记 可 能 与 这 种 疾病 
相关 。 随 着 大 量 代谢 通路 和 上 百 万 SNP 的 确认 ,SNP 作为 新 一 代 遗 传 标 记 在 人 类 疾病 研 
究 中 显示 出 极 高 的 潜在 价值 。 已 经 通过 SNP 的 相关 研究 发 现 了 高 血压 .哮喘 ,类 风湿 关 
节 炎 ,肺癌 ,前 列 腺 癌 等 许多 易 感 基因 。 

3. 指导 用 药 与 药物 设计 

由 于 SNP 能 够 充分 反映 个 体 间 的 遗传 差异 ,所 以 通过 研究 SNP 与 个 体 对 药物 敏感 或 
耐 受 的 相关 性 研究 ,可 能 盖 明 遗传 因素 对 药 效 的 影响 ,因此 可 能 建立 与 基因 型 相关 的 治疗 
方案 ,对 病人 施行 个 性 化 用 药 。 另 外 , 随 着 SNP 的 研究 与 药物 基因 组 学 的 结合 ,根据 特定 
的 基因 型 来 设计 药物 将 成 为 可 能 。 


思考 题 


1. 染色 体 具 备 哪些 作为 遗传 物质 的 特征 ? 

2. 简 述 真 核 细胞 内 核 小 体 的 结构 特点 。 

3. 请 列举 3 项 实验 证 据 来 说 明 为 什么 染色 质 中 DNA 与 蛋白 质 分 子 是 相互 作用 的 。 

4. 简 述 组 蛋白 都 有 哪些 类 型 的 修饰 ,其 功能 分 别 是 什么 ? 

5. 简 述 DNA 的 一 .二 ,三 级 结构 。 

6. 原核 生物 DNA 具有 哪些 不 同 于 真 核 生物 DNA 的 特征 ? 

7. DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 是 有 谁 提出 的 ? 简 述 其 发 现 的 主要 实验 依据 及 其 在 分 子 生物 学 发 展 中 的 重要 

8. DNA 以 何 种 方式 进行 复制 ? 如 何 保证 DNA 复制 的 准确 性 ? 

9, 简 述 原核 生物 DNA 的 复制 特点 。 

10. 什么 是 DNA 的 T。 值 ? 它 受 哪些 因素 的 影响 ? 

11. DNA 复制 时 为 什么 前 导 链 是 连续 复制 ,而 后 随 链 是 以 不 连续 的 方式 复制 ? 并 请 以 大 肠 杆 菌 为 例 简 
述 后 随 链 复制 的 各 个 步 怠 。 

12. 真 核 生物 DNA 的 复制 在 哪些 水 六 上 受到 调控 ? 

13. 细胞 通过 哪 几 种 修复 系统 对 DNA 损伤 进行 修复 ? 

14. 什么 是 转 座 子 ”可 分 为 哪些 种 类 ? 

15. 什么 是 SNP ? SNP 作为 第 三 代 中 传 标记 的 优点 是 什么 ? 
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生物 信息 的 传递 (上 ) 


一 一 从 DNA 到 RNA 





34 ”RNA 的 结构 ,分 类 和 功能 

3.2 RNA 转录 的 基本 过 程 

33” 转录 机 器 的 主要 成 分 一 一 RNA 聚合 酶 
3.4 ”启动 子 与 转录 起 始 

3.5 “原核 生物 与 真 核 生物 转录 产物 比较 

3.6 ”原核 生物 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 
37 真 核 生物 RNA 的 转录 后 加 工 

3.8” RNA 的 编辑 .再 编码 和 化 学 修饰 








图 3-1 DNA 模板 与 
mRNA 及 多 肽 链 之 
问 存在 共 线 性 关系 
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现代 分 子 生物 学 的 最 基本 原理 是 :基因 作为 唯一 能 够 自主 复制 .永久 存在 的 单位 ,其 
生物 功能 是 以 蛋白 质 的 形式 表达 出 来 的 。 所 以 我 们 说 ,DNA 序列 是 遗传 信息 的 贮存 者 ， 
它 通过 自主 复制 得 到 永存 ,并 通过 转录 生成 信使 RNA ,翻译 生成 蛋白 质 的 过 程 来 控制 生 
命 现象 。 

基因 表达 包括 转录 (transcription) 和 翻译 (translation) 两 个 阶段 ,转录 是 指 拷贝 出 一 条 
与 DNA 链 序列 完全 相同 (除了 T 一 U 之 外 ) 的 RNA 单 链 的 过 程 ,是 基因 表达 的 核心 步骤 ; 
翻译 是 指 以 新 生 的 mRNA 为 模板 ,把 核 背 酸 三 联 遗 传 密码 子 翻译 成 氨基 酸 序列 .合成 多 
肽 链 的 过 程 ,是 基因 表达 的 最 终 目 的 。 因 为 只 有 mRNA 所 携带 的 遗传 信息 才 被 用 来 指导 
蛋白 质 生物 合成 ,所 以 人 们 一 般 用 U、C、A、G 这 4 种 核 苷 酸 而 不 是 T.C、A、G 的 组 合 来 表 
示 遗 传 性 状 。 

转录 和 翻译 的 速率 基本 相等 ,37 和 C 时 ,转录 生成 mRNA 的 速率 大 约 是 每 分 钟 2 500 个 
核 苷 酸 , 即 每 秒 钟 合 成 14 个 密码 子 ,而 蛋白 质 合成 的 速率 大 约 是 每 秒 钟 15 个 氨基 酸 。 正 
常情 况 下 ,从 一 个 基因 开始 表达 到 细胞 中 出 现 其 mRNA 的 间隔 约 为 2.5 min, 而 再 过 半分 
钟 左右 就 能 在 细胞 内 测 到 相应 的 蛋白 质 。 

DNA 是 贮藏 遗传 信息 的 最 重要 的 生物 大 分 














ls “证 委 业 坟 | 子 。DNA 分 子 中 的 核 音 酸 排列 顺序 不 但 决定 了 
ie 5 | 汪 细胞 内 所 有 RNA 及 和 蛋白质 的 基本 结构 ,还 通过 蛋 
am 白质 ( 酶 ) 的 功能 间接 控制 了 细胞 内 全 部 有 效 成 分 
Gut 引 9 的 生产 、 运 转 和 功能 发 挥 。 我 们 把 与 mRNA 序列 
Eu *} | 相同 的 那 条 DNA 链 称 为 编码 链 (coding strand) 或 
CS C | 称 有 意义 链 (sense strand), 并 把 另 一 条 根据 碱 基 
Gui | Thr 互补 原则 指导 mRNA 合成 的 DNA 链 称 为 模板 链 
ee | (template strand) 或 称 反 义 链 (antisense strand)。 贮 
Tn 中 ™ 藏 在 任何 基因 中 的 生物 信息 都 必须 首先 被 转录 生 
3 | 成 RNA' 巾 31, 才 能 得 到 表达 。DNA 和 RNA 虽然 
ee | 很 相似 ,只 有 T 或 U 及 核糖 的 第 二 位 碳 原子 上 有 
TA | va | 所 不 同 ,但 它们 的 生物 学 活性 却 很 不 同 。 

A :| a 除了 少数 RNA 病毒 ,所 有 RNA 分 子 都 来 自 

le | 次 基 端 | 了 DNA。 贮存 于 DNA 双 链 中 的 遗传 信息 通过 一 个 

被 称 为 转录 的 酶 促 反应 按照 碱 基 互补 配对 的 原则 
Bas | 被 转化 成 为 单 链 RNA 分 子 。 
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3.1 RNA 的 结构 .分 类 和 功能 


3.1.1 RNA 的 结构 特点 


1. RNA 含有 核糖 和 喀 啶 ,通常 是 单 链 线性 分 子 

与 DNA 不 同 ,RNA 骨架 含有 核糖 ,在 RNA 中 尿 喀 啶 取代 了 胸腺 喀 啶 ,RNA 主要 以 单 
链 形式 存在 于 生物 体内 ,其 高 级 结构 很 复杂 。 

2. RNA 链 自身 折合 形成 局 部 双 螺 旋 

由 于 RNA 链 频繁 发 生 自 身 折 释 ,在 互补 序列 间 形 成 碱 基 配 对 区 ,所 以 尽管 RNA 是 
单 链 分 子 , 它 仍然 具有 大 量 的 双 螺旋 结构 特征 。RNA 可 以 多 种 茎 - 环 结构 (stem-loop 
structure), 如 发 夹 结构 (haimpin) 凸 结构 (bulge) 或 环 结构 (loop) 的 形式 存在 '" 于 ,因此 ， 
RNA 的 碱 基 配 对 区 可 以 是 规则 的 双 螺 旋 , 也 可 以 是 不 连续 的 部 分 双 螺 旋 。RNA 中 的 碱 基 
配对 还 可 能 发 生 在 不 相 邻 的 序列 中 ,形成 “ 假 结 ”(pseudoknot) 的 复杂 结构 。 


Ei 


除了 Watson-Crick 配对 的 碱 基 ,RNA 中 还 具有 额外 的 非 Watson-Crick 配对 的 碱 基 ， 
如 G-U 碱 基 对 ,该 特征 使 得 RNA 链 自 我 配对 的 能 力 得 到 增强 ,更 易 形成 双 螺 旋 结 构 , 常 
常 出 现 局 部 区 域 碱 基 配 对 。 双 螺旋 RNA 的 小 沟 宽 而 浅 , 几 乎 没有 序列 特异 性 信息 ;大 沟 
狭 且 深 ,使 得 与 其 相互 作用 的 蛋白 质 氨基 酸 侧 链 难以 接近 它 , 因 此 RNA 不 适合 与 蛋白 质 
进行 序列 特异 性 的 相互 作用 ,虽然 有 一 些 蛋 白质 可 以 序列 特异 性 方式 结合 在 RNA 上 。 

3. RNA 可 折合 形成 复杂 的 三 级 结构 

因为 RNA 没有 形成 长 的 规则 双 螺 旋 的 限制 , 常 形成 大 量 的 三 级 结构 。 由 于 RNA 骨 
架 上 未 配对 的 区 域 可 以 不 受 限 制 地 自由 旋转 ,所 以 碱 基 和 核糖 磷酸 骨架 之 间 的 非常 规 相 
互 作用 使 RNA 常常 折合 成 包括 不 规则 的 碱 基 配对 的 复杂 的 三 级 结构 ,如 tRNA 中 的 三 碱 
基 配 对 以 及 碱 基 与 骨架 的 相互 作用 。 利 用 RNA 结构 的 复杂 性 ,研究 者 可 以 通过 构建 含有 
随机 序列 的 RNA 文库 筛选 到 与 特定 小 分 子 .多肽 等 具有 高 亲和力 的 RNA。 


3.12 RNA 在 细胞 中 的 分 布 


生物 体内 的 RNA 种 类 繁多 , 且 分 布 在 细胞 的 不 同 部 位 。 各 类 RNA 在 组 成 ,大 小 .分 子 结构 、 
生物 学 功能 以 及 亚 细 胞 定位 等 方面 都 有 所 不 同 。 的 3-3 列 举 了 目前 细胞 中 已 发 现 的 RNA 类 型 。 


3.1 RNA 的 结构 .分 类 和 功能 


图 3-2 NA 的 双 
铂 旋 站 构 特 征 
(a) 发 夹 结构 ; (b) 凸 结 
构 ; (c) 环 结构 。 
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图 3-3 RNA 各 组 
分 在 细胞 中 的 分 布 
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细胞 内 总 RNA 
编码 RNA 非 编码 RNA 
占 总 量 的 29% 占 总 量 的 98% 


前 mRNA ( hnRNA ) 


非 编码 RNA 前 IRNA 前 tRNA snRNA ”snoRNA scRNA CCmRNA 襟 ) 


mRNA TRNA tRNA 


所 有 生物 仅 真 核 生物 。 CO 仅 细 苗 











生物 体内 主要 有 3 种 RNA, 即 编码 特定 蛋白 质 序列 的 信使 RNA (messenger RNA， 
mRNA), 能 特异 性 解读 mRNA 中 的 遗传 信息 ,将 其 转化 成 相应 氨基 酸 后 加 入 多 肽 链 中 的 
转运 RNA (transfer RNA ,tRNA) 和 直接 参与 核糖 体 中 蛋白 质 合成 的 核糖 体 RNA (ribosomal 
RNA ,rRNA), 


3.1.3 ”RNA 的 功能 


RNA 既 可 作为 信息 分 子 又 能 作为 功能 分 子 发 挥 作用 。 作 为 信息 分 子 ,RNA 担负 着 贮 
藏 及 转移 遗传 信息 的 功能 ,起 着 遗传 信息 由 DNA 到 蛋白质 的 中 间 传 递 体 的 核心 作用 。 作 
为 功能 分 子 , 它 在 以 下 儿 个 方面 发 挥 重 要 的 作用 :中 作为 细胞 内 绰 白质 生物 合成 的 主要 
参与 者 ;@) 部 分 RNA 可 以 作为 核 酶 在 细胞 中 催化 一 些 重要 的 反应 ,主要 作用 于 初始 转录 
产物 的 剪接 加 工 ;GB) 参 与 基因 表达 的 调控 ,与 生物 的 生长 发 育 密切 相关 ;外 在 某 些 病 毒 中 ， 
RNA 是 遗传 物质 。 


3.2 RNA 转录 的 基本 过 程 


无 论 是 原核 还 是 真 核 细胞 ,RNA 链 的 合成 都 具有 以 下 几 个 特点 :RNA 是 按 5' 一 3' 方 
向 合成 的 ,以 DNA 双 链 中 的 反 义 链 (模板 链 ) 为 模板 ,在 RNA 聚合 酶 催化 下 ,以 4 种 三 磷 
酸 核 苷 (NTPs) 为 原料 ,根据 碱 基 配 对 原则 (A-U、T-A、G-C), 各 核 芽 酸 间 通 过 形成 磷酸 二 
酯 键 相连 ,不 需要 引物 的 参与 ,合成 的 RNA 带 有 与 DNA 编码 链 ( 有 意义 链 ) 相同 的 序列 
(A-U), 转录 的 基本 过 程 包括 模板 识别 .转录 起 始 .通过 启动 子 及 转录 的 延伸 和 终止 同 3-3)。 


3.2.1 模板 识别 


模板 识别 (template recognition) 阶段 主要 指 RNA 聚合 酶 与 启动 子 DNA 双 链 相互 作用 
并 与 之 相 结合 的 过 程 。 启 动 子 (promoter) 是 基因 转录 起 始 所 必需 的 一 段 DNA 序列 ,是 基 
因 表 达 调 控 的 上 游 顺 式 作 用 无 件 之 一 。 
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RNA" 5'RNA-DNA 活性 位 点 
杂 合 物 ，8 bp 
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真 核 细胞 中 模板 的 识别 与 原核 细胞 有 所 不 同 。 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 不 能 直接 识 
别 基因 的 启动 子 区 ,所 以 ,需要 一 些 被 称 为 转录 调控 因子 的 辅助 蛋白 质 按 特定 顺序 结合 
于 启动 子 上 ,RNA 聚合 酶 才能 与 之 相 结合 并 形成 复杂 的 转录 前 起 始 复 合 物 (preinitiation 
complex,PIC), 以 保证 有 效 地 起 始 转录 。 


3.2.2 ”转录 起 始 


转录 起 始 (initiation) 不 需要 引物 。RNA 聚合 酶 结合 在 启动 子 上 以 后 ,使 启动 子 附近 
的 DNA 双 链 解 旋 并 解 链 , 形 成 转录 泡 以 促使 底 物 核 糖 核 苷 酸 与 模板 DNA 的 碱 基 配 对 。 
转录 起 始 就 是 RNA 链 上 第 一 个 核 苷 酸 键 的 产生 。 大 致 分 为 3 个 阶段 : 

(1) RNA 聚合 酶 全 酶 对 启动 子 的 识别 ,聚合 酶 与 启动 子 可 逆 性 结合 形成 封闭 复合 物 
(closed complex)。 此 时 ,DNA 链 仍 处 于 双 链 状态 - 

(2) 伴随 着 DNA 构象 上 的 重大 变化 ,封闭 复合 物 转变 成 开放 复合 物 (open complex)， 
聚合 酶 全 酶 所 结合 的 DNA 序列 中 有 一 小 段 双 链 被 解 开 ' 久 5。 对 于 强 启动 子 来 说 ,从 封 
闭 复合 物 到 开放 复合 物 的 转变 是 不 可 逆 的 ,是 快 反应 。 

(3) 开放 复合 物 与 最 初 的 两 个 NTP 相 结合 并 在 这 两 个 核 苷 酸 之 间 形 成 磷酸 二 酯 键 后 


3.2 RNA 转录 的 基本 过 程 


图 3-4 大 肠 杆 菌 
中 依 帧 于 DNA 的 
RNA 转录 过 程 图 未 
(3a) 在 转录 的 任意 时 刻 ， 
转录 入 中 单 链 DNA 
的 长 度 为 17 个 碱 基 左 
右 , 被 聚合 形成 复合 
物 所 保护 的 DNA 序 
列 为 35 个 碱 基 左 右 ; 
(b) 由 于 基因 转录 所 引 
起 的 DNA 超 螺旋 结 
构 变 化 - 
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图 3-5 RNA 合 成 
的 起 怒 
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转变 成 包括 RNA 聚合 酶 .DNA 和 新 生 














| 2 | RNA 的 三 元 复合 物 (ternary complex)。 
全 酶 | 一 般 情况 下 ,形成 的 三 元 复合 物 
| 夹 合 栈 与 结合 平衡 常数 。 | 可 以 进入 两 条 不 同 的 反应 途径 。 一 是 

| DNA 结合 Ks=105~10° | St es M 
| 合成 并 释放 2~ 9 个 核 苷 酸 的 短 RNA 
| ANER | 转录 物 , 即 所 谓 的 流产 式 起 始 。 转 录 
| | 起 始 后 直到 形成 9 个 核 苷 酸 短 链 的 过 

二 元 闭合 复合 物 
程 是 通过 启动 子 阶段 ,此 时 RNA 聚合 
| DNA 反应 速率 酶 一 直 处 于 启动 子 区 ,新 生 的 RNA 链 
开始 解 链 k=10 ~10 basehs eps 
与 DNA 模板 链 的 结合 不 够 牢固 ,很 容 
SQ ca A 易 从 DNA 链 上 掉 下 来 并 导致 转录 重 
二 元 开 链 复合 物 新 开始 。 一 且 RNA 聚合 酶 成 功 地 合 
成 9 个 以 上 核 苷 酸 并 离开 启动 子 区 ， 
反应 速率 
| ea k=10 base/s 转录 就 进入 正常 的 延伸 阶段 。 所 以 ， 
通过 启动 子 的 时 间 代表 一 个 启动 子 的 
SG aD A 强 弱 。 通 过 启动 子 的 时 间 越 短 , 表 明 
三 元 复合 物 该 基因 转录 起 始 的 频率 也 越 高 。 二 是 
c 因 子 被 释放 离开 启动 区 时 间 | 当 RNA 聚合 酶 聚合 新 生 RNA 链 达到 
>1~28 
9 ~ 10 个 核 苷 酸 时 ,6 亚 基 被 释放 , 转 
~ 录 起 始 复合 物 通过 上 游 启动 子 区 并 生 
NA 成 生 上 成 由 核心 酶 .DNA 和 新 生 RNA 所 组 成 
OO ”| 的 转录 延 人 复合 物 。 

聚合 酶 全 酶 的 作用 是 启动 子 的 选 


择 和 转录 的 起 始 , 而 核心 酶 则 在 RNA 链 的 延伸 中 发 挥 作用 。 

除了 RNA 聚合 酶 之 外 , 真 核 生 物 转录 起 始 过 程 中 至 少 还 需要 7 种 辅助 因子 参与 
这 些 蛋 白 辅助 因子 统称 为 转录 因子 (transcription factor,TF)。 因 为 不 少 辅助 因子 本 身 就 包 
含 多 个 亚 基 , 所 以 转录 起 始 复 合 物 的 相对 分 子 质 量 特别 大 。 


表 3-1 真 核 生物 RNA 宋 合 梅 目 所 形成 的 转录 起 始 复合 物 
要 和 大。 亚 基数 。。 亚 基 相对 分 了 大 功能 
RNA 聚合 酶 了 12 10~ 220 催化 RNA 的 生物 合成 
TBP 1 38 与 启动 了 上 的 TATA 区 相 结合 
TF IT A 3 12,19,35 使 TBP 及 TF 上 B 与 启动 子 的 结合 比较 稳定 
TFIB 1 35 与 TBP 相 结 合 ,吸引 RNA 军 合 酶 和 TF IF 到 启 
动 区 上 
TF TD 12 15~ 250 与 各 种 调控 因子 相互 作用 
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续 表 
亚 基 的 相对 分 子 质 量 





蛋白 质 亚 基数 功 能 
(x10) 

TFIE 2 34,57 吸引 TF fH, 有 ATP 酶 及 解 链 酶 活性 

TFIF 2 30,74 结合 RNA 聚合 酶 册 并 在 TF II B 帮助 下 阻止 聚合 
酶 与 非特 异性 DNA 序列 相 结合 

TFT H 12 35~89 在 启动 子 区 解 开 DNA 双 链 ,使 RNA 聚合 笈 卫 磷酸 
化 ,接纳 核 苷 酸 切除 修复 体系 

3.2.3 ”转录 延伸 


当 RNA 聚合 酶 催化 新 生 的 RNA 链 的 长 度 达到 9 ~ 10 个 核 背 酸 时 ,o 因子 从 转录 复 
合 物 的 RNA 聚合 酶 全 酶 上 脱落 下 来 ,RNA 聚合 酶 离开 启动 子 ,核心 酶 沿 模板 DNA 链 移 
动 并 使 新 生 RNA 链 不 断 伸 长 的 过 程 就 是 转录 的 延伸 (elongation)。 

进入 延伸 阶段 ,DNA 和 聚合 酶 分 子 都 发 生 了 构象 变化 。RNA 聚合 酶 从 起 始 阶 段 的 全 
酶 构象 转变 为 延伸 阶段 的 核心 酶 构象 。 核 心 酶 与 DNA 模板 的 结合 是 松弛 状 的 非特 异性 
结合 ,有 利于 核心 酶 沿 着 DNA 模板 向 前 移动 。 当 c 因子 存在 时 ,B 和 入 亚 基 的 构象 是 与 
DNA 专 一 性 结合 所 要 求 的 构象 ,不 含有 o 因子 的 核心 酶 也 失去 了 对 特异 性 序列 识别 和 结 
合 的 能 力 。 

RNA 的 合成 是 连续 的 过 程 。 一 旦 进入 延伸 阶段 , 底 物 NTP 不 断 被 添加 到 新 生 
RNA 链 的 3'-OH 端 , 随 着 RNA 聚合 酶 的 移动 ,DNA 双 螺 旋 持 续 解 开 ,暴露 出 新 的 单 链 
DNA 模板 ,新 生 RNA 链 的 3' 末端 不 断 延 伸 , 在 解 链 区 形成 RNA-DNA 杂 合 物 。 而 在 
解 链 区 的 后 面 ,DNA 模板 链 与 其 原先 配对 的 非 模板 链 重 新 结合 成 为 双 螺 旋 ,RNA 链 被 
逐步 释放 。 

现在 常用 DNA 转录 循环 (transcription cycle 一 一 translocation mechanism) 假说 (9 3 
来 解释 RNA 链 的 延伸 。 首 先 , 三 磷酸 核 苷 酸 (NTP) 填 补 了 开放 的 底 物 位 点 并 在 活性 位 
点 形成 磷 酯 键 ; 此 时 ,处 于 RNA 聚合 酶 上 活性 位 点 的 核酸 发 生 “ 移 位 ” ,其 中 连接 区 的 
oa- 螺旋 结构 从 笔直 变 为 弯 折 再 恢复 为 笔直 状态 ,为 下 一 轮 RNA 合成 留 出 了 空 的 底 物 
位 点 。 


| ee 














3.2 RNA 转录 的 基本 过 程 


图 3-6 DNA 的 转 
录 循 环 假说 

(a) 转录 循环 示意 图 ; 
(b) RNA 聚 合 酶 -~-DNA- 
RNA 的 转录 复合 物 
模型 。 
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由 核心 酶 、DNA 和 新 生 RNA 所 组 成 的 转录 延伸 复合 物 是 转录 循环 中 一 个 十 分 重要 
的 环节 。 与 转录 起 始 复合 物 相 比 , 延伸 复合 物 极为 稳定 ,可 以 长 时 间 地 与 DNA 模板 相 结 
合 而 不 解 离 。 只 有 在 它 遇 到 转录 终止 信号 时 ,RNA 聚合 酶 才 停 止 加 入 新 的 核 苷 酸 ,RNA- 
DNA 杂 合 物 解 离 ,释放 转录 产物 并 导致 聚合 酶 本 身 从 模板 DNA 上 掉 下 米 。 


3.2.4 ”转录 终止 


当 RNA 链 延 伸 到 转录 终止 位 点 时 ,RNA 聚合 酶 不 再 形成 新 的 磷酸 二 酯 键 ,RNA- 
DNA 杂 合 物 分离 ,转录 泡 瓦 解 ,DNA 恢复 成 双 链 状态 ,而 RNA 聚合 酶 和 RNA 链 都 被 从 模 
板 上 释放 出 来 ,这 就 是 转录 的 终止 (termination)。 

到 目前 为 止 ,科学 家 尚未 发 现 某 个 单一 位 点 具有 特异 的 转录 终止 功能 。 但 是 ,小 鼠 
B- 珠 蛋白 基因 的 终止 子 (terminator) 能 被 用 来 终止 腺 病毒 基因 的 转录 , 农 杆菌 胭脂 碱 
合成 酶 基因 终止 区 能 被 用 来 终止 几乎 所 有 的 外 源 基因 ,说 明 可 能 存在 共同 的 转录 终止 
机 制 。 

一 般 情况 下 ,RNA 聚合 酶 起 始 基因 转录 后 , 它 就 会 沿 着 模板 5' 一 3' 方向 不 停 地 移动 ， 
合成 RNA 链 ,直到 碰 上 终止 信号 时 才 与 模板 DNA 相 脱离 并 释放 新 生 RNA 链 。 终 止 发 生 
时 ,所 有 参与 形成 RNA-DNA 杂 合 物 的 氢 键 都 必须 被 破坏 ,模板 DNA 链 才 能 与 有 意义 链 
重新 组 合成 DNA 双 链 。 

研究 RNA 终止 时 最 经 常 遇 到 的 问题 是 3' 端 核 苷 酸 的 定位 ,因为 活 细 胞 内 部 根据 终 
止 信号 正确 终止 的 RNA 与 一 个 经 过 剪接 的 RNA 的 3' 端 没有 两 样 ,都 是 -OH 基 团 ,而 研 
究 5' 时 ,只 有 初生 RNA 上 才 有 一 个 三 磷酸 基 团 ,任何 经 过 剪接 修饰 的 RNA 的 $ 端 不 再 
带 有 这 个 基 团 。 

根据 体外 实验 中 RNA 聚合 酶 是 否 需要 辅助 因子 参与 才能 终止 RNA 链 的 延伸 ,可 将 
大 肠 杆 菌 中 的 终止 子 分 为 不 依赖 于 p 因子 和 依赖 于 p 因子 两 大 类 。 

1. 不 依赖 于 p 因子 的 终止 

在 不 依赖 于 p 因子 这 类 终止 反应 中 ,没有 任何 其 他 因子 参与 ,核心 酶 就 能 终止 基因 
转录 。 现 已 查 明 ,模板 DNA 上 存在 终止 转录 的 特殊 信号 一 一 终止 子 ,又 称 内 在 终止 子 
(intrinsic terminator), 每 个 基因 或 操纵 子 都 有 一 个 启动 子 和 一 个 终止 子 。 

内 在 终止 子 有 两 个 明显 的 结构 特点 :中 终止 位 点 上 游 一 般 存在 一 个 富 含 GC 碱 基 的 
二 重 对 称 区 ,由 这 段 DNA 转录 产生 的 RNA 容易 形成 发 夹 结构 。@ 在 终止 位 点 前 面 有 一 
段 由 4~8 个 A 组 成 的 序列 ,所 以 转录 产物 的 3' 端 为 守 U, 这 种 结构 特征 的 存在 决定 了 转 
录 的 终止 。 在 新 生 RNA 中 出 现 发 夹 结 构 会 导致 RNA 聚合 酶 的 暂停 ,破坏 RNA-DNA 杂 
合 链 5' 端的 正常 结构 。 宅 的 存在 使 杂 合 链 的 3' 端 部 分 出 现 不 稳定 的 ru.dA 区 域 ,两 
者 共同 作用 使 RNA 从 三 元 复合 物 中 解 离 出 来 /外 3 7。 

终止 效率 与 二 重 对 称 序 询 和 寡 U 的 长 短 有 关 , 随 着 发 夹 结构 (至 少 6 bp) 和 和 寒 U 序列 
(至 少 4 个 1U) 长 度 的 增加 ,终止 效率 逐步 提高 。 
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| 图 3-7 由 基因 序 
模板 链 列 决 定 的 转录 终止 


3 GGCCATCCGC GCGGATGGCCTAAAAAAAAAA: 5 过 程 示 意图 
0 jCGGATGG 
DNA ， ee66iA66t6LLLUe6eefAeec6GIiiiiiiiiitTLLU 
转录 


Cy 3 
RNA Ty Gh 


广 





Goneazseaa 
NAONNC>ONA 


C 


RNA 


DNA 











2. 依赖 于 p 因子 的 终止 

有 些 终止 位 点 的 DNA 序列 缺乏 共性 ,而 且 不 能 形成 强 的 发 夹 结构 ,因而 不 能 诱导 转 
录 的 自发 终止 。 体 外 转录 实验 表明 ,RNA 聚合 酶 并 不 能 识别 这 些 转录 终止 信号 ,只 有 在 
加 入 大 肠 杆菌 p 因子 后 该 聚合 酶 才能 在 DNA 模板 上 准确 地 终止 转录 。p 因子 是 一 个 由 
6 个 相同 亚 基 组 成 的 六 聚 体 , 它 的 相对 分 子 质量 约 为 2.8 x 10 , 它 具 有 NTP 酶 和 解 螺旋 
酶 活性 ,能 水 解 各 种 核 苷 酸 三 磷酸 , 它 通 过 催化 NTP 的 水 解 促使 新 生 RNA 链 从 三 元 转 
录 复 合 物 中 解 离 出 来 ,从 而 终止 转录 -。 大 肠 杆菌 的 p- 依赖 型 终止 子 占 所 有 终止 子 的 一 
半 左 右 。 

目前 认为 ,p 因 子 是 RNA 聚合 酶 终止 转录 的 重要 辅助 因子 , 它 的 作用 机 制 可 用 “ 穷 追 ” 
(hot pursuit) 模型 来 解释 。RNA 合成 起 始 以 后 ,p 因子 即 附着 在 新 生 的 RNA 链 5' 端的 某 
个 可 能 有 序列 或 二 级 结构 特异 性 的 位 点 上 ,利用 ATP 水 解 产 生 的 能 量 , 治 着 5' 一 3' 方 向 
朝 转 录 泡 靠近 ,其 运动 速度 可 能 比 RNA 聚合 酶 移动 的 速度 快 些 ; 当 RNA 聚合 酶 移动 到 终 
止 子 而 暂停 时 ,p 因子 到 达 RNA 的 3-OH 端 追 上 并 取代 了 暂停 在 终止 位 点 上 的 RNA 聚 
合 酶 , 它 所 具有 的 RNA-DNA 解 螺旋 活性 使 转录 产物 RNA 从 模板 DNA 上 释放 ,随后 , 转 
录 复 合 物 解体 ,完成 转录 过 程 ' 儿 3)。 

3. 抗 终止 

由 于 不 同 的 生理 要 求 , 在 转录 过 程 中 有 时 即使 遇 到 终止 信号 ,仍然 需要 继续 转录 ,于 
是 出 现 了 抗 转录 终止 现象 。 抗 终 正 作用 最 早 是 在 只 菌 体感 染 细菌 中 发 现 的 , 它 是 细菌 操 
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图 3-8 p 因子 参与 
的 RNA 会 成 终止 
模式 
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纵 子 和 叭 菌 体 在 调控 回路 中 不 同 于 上 述 两 种 方式 的 从 另 一 个 角度 对 转录 进行 的 调控 。 抗 
转录 终止 主要 有 两 种 方式 : 











"YOCOM TIONNII COON 终止 
a 














(1) 破坏 终止 位 点 RNA 的 茎 - 环 结构 “在 一 些 控制 氨基 酸 合成 的 操纵 子 结构 基因 前 
面 有 一 段 前 导 序 列 , 具 有 终止 信号 ,中 间 有 串联 的 编码 某 一 氨基 酸 的 密码 子 ,由 于 转录 与 
翻译 是 偶 联 的 ,转录 产物 mRNA 形成 后 立即 通过 核糖 体 指导 和 蛋白质 合成 , 当 介质 中 该 氨 
基 酸 浓度 较 高 时 ,与 此 相对 应 的 氨 酰 基 {RNA 含量 也 较 高 ,因此 ,核糖 体能 顺利 通过 串联 
密码 子 。 在 这 种 情况 下 ,mRNA 形成 正常 的 二 级 结构 ,其 中 包括 末端 的 茎 - 环 结构 ,RNA 
聚合 酶 终止 转录 。 当 介质 中 该 氨基 酸 浓度 较 低 时 ,缺乏 相应 的 氨 酰 基 tRNA ,致使 核糖 体 
滞留 在 串联 密码 子 上 ,mRNA 不 能 形成 特定 的 二 级 结构 ,末端 的 茎 - 环 结构 被 破坏 ,因此 
转录 仍 能 进行 下 去 ,出 现 转录 的 抗 终止 现象 。 

(2) 依赖 于 蛋白 质 因 子 的 转录 抗 终止 入 叭 菌 体 中 由 基因 编码 产生 的 N 蛋 
白 具 有 抗 转录 终止 作用 ,但 是 其 功能 的 发 挥 依赖 于 宿主 所 产生 的 NusA、NusB、S10 和 
2.5 x 10* 等 几 种 蛋白 质 , 这 些 蛋 白 结 合 到 终止 子 附近 的 DNA 位 点 是 实现 抗 转录 终止 的 
必要 条 件 。 该 DNA 位 点 中 含有 A 区 (CGCTCTTA) 和 一 个 二 重 对 称 序列 ,N 蛋白 能 识 
别 后 者 转录 所 形成 的 茎 - 环 结构 并 与 之 结合 。NusA 以 二 聚 体 的 形式 存在 ,其 一 个 亚 
基 与 RNA 聚合 酶 结合 , 另 一 个 亚 基 与 N 蛋白 结合 , 当 其 他 3 种 蛋白 都 结合 到 Nut 位 点 
时 , 便 形成 一 个 蛋白 复合 物 ,并 通过 NusA 与 RNA 聚合 酶 相 结合 ,改变 聚合 酶 的 构象 ， 
使 之 对 终止 信号 不 敏感 ,继续 催化 RNA 链 的 合成 ,局 3-9)。 
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图 3-9 依赖 于 型 
白质 因子 的 转录 抗 
终止 模式 
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RNA 聚合 酶 


以 DNA 序列 为 模板 的 RNA 聚合 酶 主要 以 双 链 DNA 为 模板 ( 若 以 单 链 DNA 做 模 
板 , 则 活性 大 大 降低 ), 以 4 种 核 苷 三 磷酸 作为 活性 前 体 ,并 以 Mg**/Mn” 为 辅助 因子 ,催化 
RNA 链 的 起 始 、 延 伸 和 终止 , 它 不 需要 任何 引物 ,催化 生成 的 产物 是 与 DNA 模板 链 相 互 
补 的 RNA。RNA 或 RNA-DNA 双 链 杂 合 体 不 能 作为 模板 。RNA 聚合 酶 是 转录 过 程 中 最 
关键 的 酶 。 每 个 细胞 中 约 有 7 000 个 RNA 聚合 酶 分 子 ,根据 细胞 的 生长 情况 ,任何 时 候 
都 可 能 有 2 000 ~ 5 000 个 酶 在 执行 转录 DNA 模板 的 功能 。 原 核 和 真 核 生 物 的 RNA 聚合 
酶 虽然 都 能 催化 RNA 的 合成 ,但 在 其 分 子 组 成 ,种 类 和 生化 特性 上 各 有 特色 。 


3.3.1 原核 生物 RNA 聚合 酶 


在 细菌 中 ,一 种 RNA 聚合 酶 几乎 负责 所 有 mRNA 、rRNA 和 tRNA 的 合成 。 大 多 数 
原核 生物 RNA 聚合 酶 的 组 成 是 相同 的 ,大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 首先 由 2 个 a 亚 基 、 一 
个 B 亚 基 一 个 B' 亚 基 和 一 个 @ 亚 基 组 成 核心 酶 ,加 上 一 个 c 亚 基 后 则 成 为 聚合 酶 全 酶 
(holoenzyme), 相 对 分 子 质量 为 4.65 x 10 (后 3-10)。 转 录 的 起 始 过 程 需要 全 酶 ,由 o 因子 辨 
认 起 始 位 点 ,延长 过 程 仅 需要 核心 酶 的 催化 。 转 录 的 真实 性 取决 于 有 特异 的 转录 起 点 , 转 
录 起 始 后 按照 碱 基 互 补 原则 准确 地 转录 模板 DNA 序列 及 具有 特异 的 终止 部 位 。RNA 的 
合成 是 在 模板 DNA 的 启动 子 位 点 上 起 始 的 ,而 这 个 任务 是 靠 c 因子 来 完成 的 。RNA 聚 
合 酶 的 核心 酶 虽 可 合成 RNA ,但 不 能 找到 模板 DNA 上 的 起 始 位 点 ,所 以 核心 酶 的 产物 是 
不 均一 的 ,而 且 DNA 的 两 条 链 都 可 作为 核心 酶 的 模板 。 只 有 带 o 因子 的 全 酶 才能 专 一 地 
与 DNA 上 的 启动 子 结合 ,选择 其 中 一 条 链 作为 模板 ,合成 RNA 链 。o 因子 的 作用 在 于 帮 
助 转录 起 始 ,一 旦 转录 开始 , 它 就 脱离 了 起 始 复合 物 ,而 由 核心 酶 负责 RNA 链 的 延伸 。 研 
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图 3-10 大 肠 杆菌 
RNA 聚合 酶 的 主要 
成 分 与 功能 
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究 发 现 ,由 BB 和 B' 亚 基 组 成 了 聚合 酶 的 催化 中 心 ,它们 在 序列 上 与 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 
的 两 个 大 亚 基 有 同 源 性 。B 亚 基 能 与 模板 DNA .新 生 RNA 链 及 核 背 酸 底 物 相 结 合 ' 世 >。 





2a 亚 基 
(和 gtxl0) @ | 
中 亚 基 
(1.1x10*) @ 
核心 酶 
Cn 9 OR 
-2% 聚 人 | 
催化 中 心 A 


B' 业 基 
(1.6x10°) 





(3 2 





@ 只 与 转录 的 起 始 有 关 





表 3-2 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 的 组 成 分 析 
相对 相对 分 子 


亚 基 基因 质量 亚 基数 组 分 功能 
a moA 3.65 x 10" 2 核心 酶 核心 梅 组 装 ,启动 子 识别 
B PoB LS51x107 1 核心 酶 B 和 B' 共 同形 成 RNA 合成 的 催化 中 心 
入 PoC 1.55 x 10 1 核心 梅 
四 Ey 1.1x10 1 核心 酶 未 知 
G mpoD 7.0x10: 1 6 因子 存在 多 种 6 因子 ,用 于 识别 不 同 的 启动 子 


a 亚 基 可 能 与 核心 酶 的 组 装 及 启动 子 识别 有 关 , 并 参与 RNA 聚合 酶 和 部 分 调节 因子 
的 相互 作用 。 实 验证 明 ,T4 噬菌体 感染 大 肠 杆菌 后 对 a 亚 基 的 一 个 精 氨 酸 残 基 进 行 ADP 
糖 基 化 修饰 ,造成 RNA 聚合 酶 全 酶 对 启动 子 亲 和 力 降低 。 

og 因子 的 作用 是 负责 模板 链 的 选择 和 转录 的 起 始 , 它 是 酶 的 别 构 效应 物 , 使 酶 专 一 性 
识别 模板 上 的 启动 子 。o 因子 可 以 极 大 地 提高 RNA 聚合 酶 对 启动 子 区 DNA 序列 的 亲 和 
力 , 酶 底 结合 常数 提高 10 倍 , 酶 底 复合 物 的 半衰期 可 达 数 小 时 甚至 数 十 小 时 。o 因子 还 
能 使 RNA 聚合 酶 与 模板 DNA 上 非特 异性 位 点 的 结合 常数 降低 10 倍 ,使 非特 异性 位 点 
酶 底 复合 物 的 半衰期 小 于 1 s。 核 心 酶 在 T7 噬菌体 DNA 上 约 有 1 300 个 结合 位 点 ,平均 
结合 常数 为 2x 10"。 加 入 o 因子 后 则 出 现 两 类 位 点 ,大 部 分 位 点 的 结合 常数 为 10" ~ 10”，, 
但 有 8 个 位 点 的 结合 常数 为 10”~ 10", 从 而 表明 o 因子 不 仅 增加 聚合 酶 对 启动 子 的 亲 和 
力 , 还 降低 了 它 对 非 专 一 位 点 的 亲和力 。 

在 某 些 细菌 细胞 内 含有 能 识别 不 同 启动 子 的 c 因子 ,以 适应 不 同 生 长 发 育 阶段 的 要 
求 ,调控 不 同 基因 转录 的 起 始 。 例 如 ,枯草 杆菌 中 就 有 6 种 不 同 相 对 分 子 质量 的 因子 ， 
其 中 c" (右上 角 的 数字 代表 相对 分 子 质量 , x 10') 是 枯草 杆菌 RNA 聚合 酶 中 o 因子 的 主 
要 存在 形式 ,出 现在 营养 细胞 中 ,而 o” 则 主要 出 现在 孢子 形成 阶段 ,参与 孢子 形成 期 基因 
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转录 的 调控 。 在 大 肠 杆菌 中 ,最 常见 的 调控 因子 是 由 zpoD 基因 所 编码 的 o”, 由 po 编 
码 的 o” 是 与 热 休克 启动 子 所 控制 的 基因 转录 密切 相关 ,而 由 poN 编码 的 c”" 则 参与 细 
胞 的 氮 代 谢 ' 去 3-3)。 此 外 ,由 T4 噬菌体 所 编码 的 o” 能 与 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 的 核心 酶 
结合 ,启动 T4 晚期 基因 的 转录 。 


胡 3-3 大 肠 杆 落 中 的 s 因子 能 识别 并 与 后 动 了 区 的 特异 性 序列 由 结合 








因子 基因 功能 -35 区 间隔 /bp -10 区 
人 mo 广泛 TIGACA 16~18 TATAAT 
o™ moH 热 休克 TCTCNCCCTTGAA 13~15 CCCCATNTA 
oo” mpoN 氨 代 谢 CTGGNA 6 TTGCA 


转录 的 起 始 从 化 学 过 程 来 看 是 单个 核 苷 酸 与 开 链 启动 子 - 酶 复合 物 相 结合 构成 新 生 
RNA 的 5 端 ,再 以 磷酸 二 酯 键 的 形式 与 第 二 个 核 苷 酸 相 结合 ,起 始 的 终止 反映 在 o 因子 
的 释放 。 过 去 认为 二 核 蔡 酸 的 形成 就 是 转录 起 始 的 终止 ,实际 上 ,只 有 当 新 生 RNA 链 达 
到 6~ 9 个 核 苷 酸 时 才能 形成 稳定 的 酶 -DNA-RNA 三 元 复合 物 , 才 释 放 o 因子 ,转录 进入 
延伸 期 。 在 细胞 内 o 因子 的 数量 只 有 核心 酶 的 30% ,因此 任何 时 候 只 有 1/3 的 聚合 酶 以 
全 酶 形式 存在 。 

与 大 肠 杆菌 相 比 ,T3 和 T7 噬菌体 的 RNA 聚合 酶 在 结构 上 要 简单 得 多 ,它们 由 一 条 
多 肽 链 组 成 ,相对 分 子 质量 小 于 1x 10’。 在 37 下 ,它们 的 转录 速率 为 每 秒 200 个 核 苷 
酸 。 但 是 ,这 种 简单 的 聚合 酶 只 能 起 始 存 在 于 噬菌体 中 的 几 个 启动 子 的 转录 。 因 此 ,大 
肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 组 成 上 的 复杂 性 可 能 反映 了 它 必须 与 大 量 蛋 白质 因子 相互 作用 这 个 
事实 。 

当 RNA 聚合 酶 按 $ 一 3' 方 向 延伸 RNA 链 时 , 解 旋 的 DNA 区 域 也 随 之 移动 。 聚 合 
酶 可 以 横 跨 约 40 bp, 而 解 旋 的 DNA 区 域 大 约 是 17 bp。 自 由 核 苷 酸 能 被 聚合 酶 加 到 新 生 
的 RNA 链 上 ,并 形成 DNA-RNA 杂 合 体 。 随 着 聚合 酶 在 模板 上 的 运动 ,靠近 3' 端的 DNA 
不 断 解 旋 , 同 时 在 5' 端 重新 形成 DNA 双 链 ,将 RNA 链 挤 出 DNA-RNA 杂 合 体 。RNA 的 3 
端 有 20 ~ 30 个 核 苷 酸 与 DNA 或 聚合 酶 相 结合 。 


3.3.2” 真 核 生物 RNA 聚合 酶 


真 核 生 物 中 共有 3 类 RNA 聚合 酶 ,其 结构 比 大 肠 杆菌 RNA 育 合 酶 更 复杂 ,它们 在 细 
胞 核 中 的 位 置 不 同 ,负责 转录 的 基因 不 同 ,对 a- 向 膏 埋 碱 的 敏感 性 也 不 同 ! 专 3 4)。 


表 3-4 真 核 细胞 中 3 类 RNA 聚合 酶 特性 比较 


酶 细胞 内 定位 转录 产物 相对 活性 对 a- 下 育 曹 碱 的 敏感 程度 
RNA 聚合 酶 T 核 仁 rRNA 50% ~ 70% 不 敏感 
RNA 聚合 酶 了 核 质 hnRNA 20% ~ 40% 敏感 
RNA 聚合 酶 下 核 质 tRNA 约 10% 存在 物种 特异 性 
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RNA 聚合 酶 | 存在 于 细胞 核 的 核 仁 中 ,其 转录 产物 是 45S rRNA 前 体 ,经 剪接 修饰 后 
生成 除了 SS rRNA 外 的 各 种 rRNA。 rRNA 与 蛋白 质 组 成 的 核糖 体 是 蛋白 质 合 成 的 场所 。 

RNA 灰 合 酶 工人 位 于 细胞 核 质 内 ,在 核 内 转录 生成 mRNA 的 前 体 分 子 , 即 核 内 不 均一 
RNA (heterogeneous nuclear RNA ,hnRNA), 经 剪接 加 工 后 生成 的 mRNA 被 运送 到 细胞 质 基 
质 中 作为 蛋白 质 合成 的 模板 。RNA 聚合 酶 了 [在 较 高 离子 强度 ,特别 是 高 Mn* 条 件 下 ,有 
较 高 的 活性 。 

RNA 聚合 酶 亚 也 位 于 细胞 核 质 内 ,催化 的 主要 转录 产物 是 tRNA 、5S rRNA .snRNA( 核 
内 小 RNA), 其 中 snRNA 参与 RNA 的 剪接 。RNA 聚合 酶 由 在 很 宽 的 离子 强度 范围 内 均 
有 活性 ,离子 优选 Mn”*。 

a- 忽 襄 草 碱 是 一 种 来 自 真菌 毒 草 的 八 肽 二 环 的 剧 毒物 。 在 不 同 的 浓度 下 , 它 对 真 核 
生物 的 3 种 RNA 聚合 酶 有 不 同 的 作用 。 在 动 .植物 及 昆虫 的 细胞 中 ,RNA 聚合 酶 开 的 活 
性 可 被 低 浓度 的 a- 鹅 谊 草 碱 所 抑制 ,但 RNA 聚合 酶 I 却 不 受 抑制 。RNA 聚合 酶 卫 对 a- 
鹅 襄 草 碱 的 反应 在 不 同 的 生物 中 有 所 差异 ,在 动物 细胞 中 高 浓度 的 a- 忽 癌 草 可 抑制 转 
录 , 在 昆虫 中 则 没有 抑制 作用 。 

真 核 生物 RNA 聚合 酶 一 般 有 8 ~ 16 个 亚 基 所 组 成 ' 才 3-5), 相 对 分 子 质 量 超 过 5 x 10’。 
其 中 ,RNA 聚合 酶 开 的 两 个 大 亚 基 ,RPB1 和 RPB2, 与 细菌 核心 酶 的 两 个 大 亚 基 (B 和 B') 
是 同 源 的 ;其 RPB3 和 RPB11 与 a 亚 基 、RPB6 与 @ 亚 基 是 同 源 的。 虽然 不 同 生物 3 类 至 
合 酶 的 亚 基 种 类 和 大 小 各 异 ,它们 的 结构 都 比 原核 生物 RNA 聚合 酶 复杂 但 有 相似 性 。 存 
在 两 条 普遍 遵循 的 原则 :一 是 聚合 酶 中 有 两 个 相对 分 子 质 量 超 过 1 x 10’ 的 大 亚 基 ;二 是 
同 种 生物 3 类 上 聚合 酶 有 “共享 "小 亚 基 的 倾向 , 即 有 几 个 小 亚 基 ,如 RPB6、RPC5 和 RPC9， 
是 其 中 3 类 或 2 类 聚合 酶 所 共有 的 。 


表 3-5 真 核 生物 RNA 凤 合 酶 的 业 基 


RNA 聚合 栈 | RNA 紧 合 梅 卫 RNA 聚合 酶 由 
RPA1 RPB 1 RPC1 
RPA2 RPB 2 RPC2 
RPCS RPB3 RPCS5 
RPC9 RPB 11 RPC9 
RPB6 RPB6 RPB6 

其 他 9 个 亚 基 其 他 7 个 亚 基 其 他 11 个 亚 基 


注 : 亚 基 按 照相 对 分 子 质量 由 大 到 小 的 顺序 排列 。 


唱 体 结构 研究 表明 ,无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生 物 ,RNA 聚合 酶 有 着 共同 的 结构 形 
态 , 其 形状 大 体 像 一 只 蟹 爪 。2006 年 度 诺 贝尔 化 学 奖 得 主 罗 杰 :. 科 恩 伯 格 等 通过 对 酵母 
的 RNA 聚合 酶 开 的 晶体 结构 的 研究 全 面 地 揭示 了 各 亚 基 间 的 相互 关系 ' 四 310)。RNA 聚 
合 酶 了 [分 成 4 个 主要 作用 模块 (module), 其 中 包括 围绕 在 活性 中 心 (active center) 周围 的 
一 个 钳子 形 结构 (clamp), 蟹 爪 的 两 个 钳子 主要 是 由 最 大 的 两 个 亚 基 (RPB1 和 RPB2) 构 成 。 
酶 的 活性 位 点 是 由 这 两 个 亚 基 的 一 些 区 域 共同 组 成 的 ,位 于 钳子 基部 的 一 个 被 称 为 “ 活 
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性 中 心 裂 际 ” 的 区 域内 。 只 有 当 钳 子 形 结构 域 处 于 开放 状态 时 , 才 允 许 启动 子 DNA 序列 
进入 , 启 始 基因 转录 。 钳 子 形 结构 域 延 仲 出 来 的 3 个 平滑 结构 域 可 能 在 转录 过 程 中 起 到 
促进 RNA 解 旋 以 及 帮助 DNA 重新 形成 螺旋 的 作用 。 


(a) (b) 
RPD2 回旋 区 能 区 “” 墙 体 / 平 潜 结 构 域 










RPD9 下 颌 





> RPDI 
(顶端 ) RPD1 船坞 区 站 连接 体 








除了 细胞 核 中 的 RNA 聚合 酶 之 外 , 真 核 生物 线粒体 和 叶绿体 中 还 存在 着 不 同 的 
RNA 聚合 酶 。 线 粒 体 RNA 聚合 酶 只 有 一 条 多 肽 链 ,相对 分 子 质量 小 于 7 x 10", 是 已 知 最 
小 的 RNA 聚合 酶 之 一 ,与 T7 叭 菌 体 RNA 聚合 酶 有 同 源 性 。 叶 绿 体 RNA 聚合 酶 比较 大 ， 
结构 上 与 细菌 中 的 聚合 酶 相似 ,由 多 个 亚 基 组 成 ,部 分 亚 基 由 叶绿体 基因 组 编码 。 线 粒 体 
和 叶绿体 RNA 聚合 酶 活性 不 受 a- 鹅 膏 草 碱 所 抑制 。 


3.4 ”启动 子 与 转录 起 始 


大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 主要 包括 启动 子 区 的 识别 、 酶 与 启动 子 的 
结合 及 o 因子 的 结合 与 解 离 。 


3.4.1 启动 子 区 的 基本 结构 


启动 子 是 一 段位 于 结构 基因 5' 端 上 游 区 的 DNA 序列 ,能 活化 RNA 聚合 酶 ,使 之 与 
模板 DNA 准确 地 相 结合 并 具有 转录 起 始 的 特异 性 。 因 为 基因 的 特异 性 转录 取决 于 酶 与 
启动 子 能 否 有 效 地 形成 二 元 复合 物 ,所 以 ,RNA 聚合 酶 如 何 有 效 地 找到 启动 子 并 与 之 相 
结合 是 转录 起 始 过 程 中 首先 要 解决 的 问题 。 有 实验 表明 ,对 许多 启动 子 来 说 ,RNA 聚合 
酶 与 之 相 结 合 的 速率 至 少 比 布朗 运动 中 的 随机 碰撞 高 100 倍 。 

现在 我 们 已 经 知道 ,转录 的 起 始 是 基因 表达 的 关键 阶段 ,而 这 一 阶段 的 重要 问题 是 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 。 启 动 子 的 结构 影响 了 它 与 RNA 聚合 酶 的 亲和力 ,从 
而 影响 了 基因 表达 的 水 平 。 


3.4 ”启动 子 与 转 荣 起 始 


图 3-11 模板 DNA 
进入 转录 复合 体 的 
路 径 

(a) 以 上 晤 图 : 冯 媒 旋 
DNA 用 倾斜 的 贺 简 表 
示 , 转 隶 因 子 TF 了 的 
结合 位 点 用 虑 图 表示 ; 
(b) 后 视图 :DNA 从 针 
子 形 结构 域 和 墙 体 或 
平滑 结构 域 的 中 间 
穿越 。 


图 3-12 RNA 的 转 
录 单 位 示意 图 


图 3-13 转录 局 动 
子 区 DNA 序列 的 分 
离 纯化 过 程 图 示 
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转录 起 点 转录 单位 (transcription unit) 是 一 

启动 子 终止 子 段 从 启动 子 开始 至 终止 子 (terminator) 

DNA 结束 的 DNA 序列 ,RNA 聚合 酶 从 转 
| “”” 。 录 起 点 开始 沿 着 模板 前 进 , 直 到 终 上 
| REEE = 子 为 止 ,转录 出 一 条 RNA 链 风 号 








在 细菌 中 , 一 个 转录 单位 可 以 是 一 
个 基因 ,也 可 以 是 几 个 基因 。 转 录 起 点 是 指 与 新 生 RNA 链 第 一 个 核 苷 酸 相 对 应 DNA 链 
上 的 碱 基 , 研 究 证 实 通常 为 一 个 味 叭 。 常 把 起 点 前 面 , 即 5' 末端 的 序列 称 为 上 游 序列 
(upstream), 而 把 其 后 面 即 3 末端 的 序列 称 为 下 游 序 列 (downstream)。 在 描述 碱 基 的 位 置 
时 ,一 般 用 数字 表示 ,起 点 为 +1, 下 游 方向 依次 为 2、+3…… 等 ,上 游 方 向 依次 为 -1、 
-2、-3……- 等 。 序 列 的 书写 方向 通常 是 固定 的 ,使 转录 从 左 ( 上 游 ) 向 右 ( 下 游 ) 进行 ， 
mRNA 同样 按照 $ 一 3' 方向 书写 。 
启动 子 区 是 RNA 聚合 酶 的 结合 区 ,其 结构 直接 关系 到 转录 的 效率 。 那 么 ,启动 子 区 
有 什么 结构 特点 呢 ? 
， Pribnow 设计 了 一 个 实验 ,他 把 RNA 聚合 酶 全 酶 与 模板 
RNA 沫 全 也 结 合 到 。 | DNA 结合 后 ,用 DNase 1 水 解 DNA, 然 后 用 酚 抽 提 , 沉 淀 纯 
化 DNA 后 得 到 一 个 被 RNA 聚合 酶 保护 的 DNA 片段 外 3 9)， 
全 | 有 41~44 bp。 他 先后 分 离 了 代 哄 菌 体 、T7 叭 菌 体 的 A; 及 
A; 启动 子 、 和 噬菌体 的 Ps 启动 子 及 大 肠 杆菌 乳糖 操纵 子 的 
UV5 启动 子 等 5 段 被 酶 保护 的 区 域 ,并 进行 了 序列 分 析 , 以 后 
Cr 又 有 人 做 了 50 多 个 启动 子 的 序列 分 析 后 发 现 ,在 被 保护 区 内 
有 一 个 由 5 个 核 苷 酸 组 成 的 共同 序列 ,是 RNA 聚合 酶 的 紧密 
结合 点 ,现在 称 为 Pribnow 区 (Pribnow box), 这 个 区 的 中 央 大 
和 约 位 于 起 点 上 游 10 bp 处 ,所 以 又 称 为 -10 区 。 
提纯 被 保护 的 片段 后 却 发 现 ,RNA 聚合 酶 并 不 能 重新 结 
确定 被 保护 DNA 的 序列 | 合 或 并 不 能 选择 正确 的 起 始点 ,表明 在 保护 区 外 可 能 还 存在 
”与 RNA 聚合 酶 对 启动 子 的 识别 有 关 的 序列 。 果 然 ,科学 家 
不 久 就 从 噬菌体 的 左右 启动 子 P 及 P, 和 SV40 启动 子 的 -35 bp 附近 找到 了 另 一 段 共 
同 序列 :TTCACA。 经 过 数 年 的 努力 ,分 析 了 46 个 大 肠 杆菌 启动 子 的 序列 以 后 确证 绝 大 
部 分 启动 子 都 存在 这 两 段 共 同 序列 ,即位 于 -10 bp 处 的 TATA 区 和 -35 bp 处 的 TTGACA 
区 ( 遇 3-14)。 现 已 查 明 ,-10 位 的 TATA 区 和 -35 位 的 TTGACA 区 是 RNA 聚合 酶 与 启动 子 
的 结合 位 点 ,能 与 o 因子 相互 识别 而 具有 很 高 的 亲和力 。 
在 真 核 生物 基因 中 ,Hogness 等 先 在 珠 蛋 白 基 因 中 发 现 了 类 似 Pribnow 区 的 Hogness 
区 (Hogness box), 这 是 位 于 转录 起 点 上 游 -25 ~ -30 bp 处 的 共同 序列 TATAAA ,也 称 为 
TATA 区 (图 3-15)。 另 外 ,在 起 始 位 点 上 游 -70 ~ -78 bp 处 还 有 另 一 段 共 同 序列 CCAAT ,这 
是 与 原核 生物 中 -35 bp 区 相对 应 的 序列 , 称 为 CAAT 区 (CAAT box); 
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图 3-14 大 肠 杆 菌 















= I gr RNA 聚合 酶 全 酶 所 
EE 识别 的 启动 子 区 
理论 上 一 致 性 序列 +1 
rmBP1 局 动 区 序列 
[LNa 

图 3-15 真 核 生 物 
RNA 聚合 酶 和 所 识 
别 的 启动 子 区 











3.4.2 ”启动 子 区 的 识别 


一 般 认为 ,RNA 聚合 酶 并 不 直接 识别 碱 基 对 本 身 , 而 是 通过 氢 键 互补 的 方式 加 以 识 
别 。 在 启动 子 区 DNA 双 螺 旋 结构 中 , 腺 味 叭 分 子 上 的 N“、 鸟 味 叭 分 子 上 的 N*、 胞 喀 啶 分 
子 上 的 N 都 是 氢 键 供 体 ,而 腺 嘎 叭 分 子 上 的 N  、N ,胸腺 喀 啶 分 子 上 的 0"、0”, 鸟 味 叭 分 
子 上 的 N'、0"、N’ 和 胞 喀 喧 分子 上 的 0? 都 是 氢 键 受 体 。 由 于 它们 分 别处 于 DNA 双 螺 旋 
的 大 沟 或 小 沟 内 ,因此 都 具有 特定 的 方位 ,而 酶 分 子 中 也 有 处 于 特定 空间 构象 的 氢 键 受 体 
与 供 体 , 当 它们 与 启动 子 中 对 应 的 分 子 在 一 定 距 离 内 相互 补 时 ,就 形成 氢 键 ,相互 结合 。 
这 种 氢 键 互补 学 说 较为 圆满 地 解释 了 启动 子 功能 既 受 DNA 序列 影响 ,又 受 其 构象 影响 这 
一 事实 。 当 保守 区 某 些 碱 基 的 取代 不 影响 DNA 上 氢 键 的 方位 和 特性 时 ,启动 子 原 有 的 功 
能 保持 不 变 ; 当局 部 DNA 构象 或 电荷 密度 改变 影响 了 这 些 基 团 的 相对 方位 时 ,启动 子 的 
功能 就 会 受到 影响 。 


3.4.3 ”RNA 聚合 酶 与 启动 子 区 的 结合 


研究 表明 ,在 RNA 聚合 酶 与 启动 子 相 互 作 用 的 过 程 中 ,聚合 酶 首先 与 启动 子 区 闭合 
双 链 DNA 相 结合 ,形成 二 元 闭合 复合 物 ,然后 经 过 解 链 得 到 二 元 开 链 复合 物 ! 和 外 3-Io。 解 
链 区 一 般 在 -9 ~ +13 之 间 , 而 酶 与 启动 子 结合 的 主要 区 域 在 其 上 游 。 一 旦 开 链 区 解 链 , 酶 
分 子 能 以 正确 的 取向 与 解 链 后 的 有 关 单 链 相互 作用 ,形成 开 链 复合 物 。 因 此 ,RNA 聚合 
酶 既是 双 链 DNA 结合 蛋白 ,又 是 单 链 DNA 结合 蛋白 。DNA 开 链 是 按照 DNA 模板 序列 
正确 引入 核 苷 酸 底 物 的 必要 条 件 。 
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图 3-16 由 RNA 涌 
合 酶 指导 的 基因 
转录 过 程 图 示 
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:一 TI DNA 
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| -RNA 育 合 酶 I[ 
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3.4.4 -10 区 与 -35 区 的 最 佳 间 距 


在 原核 生物 中 ,-35 区 与 -10 区 之 间 的 距离 是 16 ~ 19 bp, 小 于 15 bp 或 大 于 20 bp 都 
会 降低 启动 子 的 活性 。 保 持 启 动 子 这 两 段 序列 以 及 它们 之 间 的 距离 是 十 分 重要 的 ,否则 
就 会 改变 它 所 控制 基因 的 表达 水 平 。 这 可 以 被 解释 为 一 旦 -35 区 相对 于 -10 区 旋转 所 产 
生 的 超 螺旋 发 生 改变 ( 增 减 一 个 碱 基 对 就 会 使 两 者 之 间 的 夹 角 发 生 36" 的 变化 ), 若 要 使 
酶 与 DNA 在 这 个 区 域内 保持 正确 的 取向 ,就 必须 使 二 者 之 一 发 生 扭曲 ,需要 增加 结合 自 
由 能 。 

在 细菌 中 常见 两 种 启动 子 突变 ,一 种 叫 下 降 突变 (down mutation), 如 果 把 Pribnow 区 
从 TATAAT 变 成 AATAAT 就 会 大 大 降低 其 结构 基因 的 转录 水 平 ; 另 一 类 突变 叫 上 升 突变 
(up mutation), 即 增加 Pribnow 区 共同 序列 的 同一 性 。 例 如 ,在 乳糖 操纵 子 的 启动 子 中 ,将 
其 Pribnow 区 从 TATGTT 变 成 TATATT, 就 会 提高 启动 子 的 效率 ,提高 乳糖 操纵 子 基因 的 
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转录 水 平 。 


3.4.5 增强 子 及 其 功能 


除了 启动 子 以 外 ,近年 来 发 现 还 有 另 一 序列 与 转录 的 起 始 有 关 。 在 SV40 的 转录 单 
位 上 发 现 它 的 转录 起 点 上 游 约 200 bp 处 有 两 段 72 bp 长 的 重复 序列 ,它们 不 是 启动 子 的 
一 部 分 ,但 能 增强 或 促进 转录 的 起 始 ,除去 这 两 段 序列 会 大 大 降低 这 些 基因 的 转录 水 平 ， 
车 保留 其 中 一 段 或 将 之 取出 插 至 DNA 分 子 的 任何 部 位 ,就 能 保持 基因 的 正常 转录 。 因此 ， 
称 这 种 能 强化 转录 起 始 的 序列 为 增强 子 或 强化 子 (enhancer)。 除 SV40 外 ,还 在 反 转 录 病 
毒 基 因 免疫 球 蛋 白 基因 ,胰岛素 基 因 , 胰 糜 蛋白酶 基因 等 许多 基因 的 启动 区 中 陆续 发 现 
了 增强 子 的 存在 。 

有 人 曾 把 8- 珠 蛋 白 基 因 置 于 带 有 上 述 72 bp 序列 的 DNA 分 子 上 ,发 现 它 在 体内 的 
转录 水 平 提高 了 200 倍 。 而 且 , 无 论 把 这 段 72 bp 序列 放 在 转录 起 点 上 游 1 400 bp 处 还 
是 下 游 3 300 bp 处 , 它 都 有 转录 增强 作用 。 增 强 子 很 可 能 通过 影响 染色 质 DNA- 蛋白 质 
结构 或 改变 超 螺旋 的 密度 而 改变 模板 的 整体 结构 ,从 而 使 得 RNA 聚合 酶 更 容易 与 模板 
DNA 相 结合 ,起 始 基因 转录 。 

增强 子 具 有 下 列 特点 : 

(1) 远 距离 效应 ”一 般 位 于 上 游 -200 bp 处 ,但 可 增强 远 处 启动 子 的 转录 ,即使 相距 
十 多 个 千 碱 基 对 也 能 发 挥 作用 。 

(2) 无 方向 性 ”无 论 位 于 靶 基 因 的 上 游 .下 游 或 内 部 都 可 发 挥 增强 转录 的 作用 。 

(3) 顺 式 调节 ”只 调节 位 于 同一 染色 体 上 的 靶 基因 ,而 对 其 他 染色 体 上 的 基因 没有 
作用 。 

(4) 无 物种 和 基因 的 特异 性 ”可 以 连接 到 异 源 基 因 上 发 挥 作用 。 

(5) 具有 组 织 特异 性 ”SV40 的 增强 子 在 3T3 细胞 中 比 多 瘤 病 毒 的 增强 子 要 弱 ,但 在 
HeLa 细胞 中 SV40 的 增强 子 比 多 瘤 病 毒 的 要 强 5 倍 。 增 强 子 的 效应 需 特定 的 蛋白 质 因子 
参与 。 

(6) 有 相位 性 ”其 作用 和 DNA 的 构象 有 关 。 

(7) 有 的 增强 子 可 以 对 外 部 信号 产生 反应 ”如 热 休 克基 因 在 高 温 下 才 表 达 , 金 属 硫 蛋 
白 基因 在 铺 和 和 锌 的 存在 下 才 表 达 。 某 些 增 强 子 可 以 被 固 醇 类 激素 所 激活 。 


3.4.6 ” 真 核 生 物 启动 子 对 转录 的 影响 


所 谓 启 动 子 是 指 确保 转录 精确 而 有 效 地 起 始 的 DNA 序列 。1979 年 美国 科学 家 
Goldberg 首先 注意 到 真 核 生物 中 由 RNA 聚合 酶 了 催化 转录 的 DNA 序列 5 上游 区 有 一 段 
与 原核 生物 Pribnow 区 相似 、 富 含 TA 的 保守 序列 。 由 于 该 序列 前 4 个 碱 基 为 TATA ,所 
以 又 称 为 TATA 区 (TATA box)- 此 后 10 多 年 间 , 科 学 家 通过 对 许多 基因 启动 子 区 的 分 析 ， 
发 现 绝 大 多 数 功能 蛋白 基因 的 启动 子 都 具有 共同 的 结构 模式 。 简 单 地 说 , 真 核 基 因 的 启 
动 子 在 -25 ~ -35 区 含有 TATA 序列 ,在 -70~ -80 区 含有 CCAAT 序列 (CAAT 区 ,CAAT 
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图 3-17 原核 和 真 
核 生 物 基因 转录 起 
点 上 游 区 的 结构 比较 
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hox), 在 -80 ~ -110 含有 GCCACACCC 或 6GGGCGGG 序列 (GC 区 ,GC box)。 习 惯 上 ,将 
TATA 区 上 游 的 保守 序列 称 为 上 游 启 动 子 元 件 (upstream promoter element,UPE ) 或 称 上 游 
激活 序列 (upstream activating sequence,UAS)。 

比较 原核 和 真 核 基因 转录 起 点 上 游 区 的 结构 ,发 现 两 者 之 间 存 在 很 大 的 差 
别 ' 外 3D)。 原核 基因 启动 区 范围 较 小 ,一 般 情 况 下 ,TATAAT(Prbnow 区 ) 的 中 心 位 
于 -7~ -10, 上 游 -30~ -70 区 为 正 调控 因子 结合 序列 ,+1 ~ -20 区 为 负 调 控 因 子 结合 序 
列 。 真 核 基因 的 调控 区 较 大 ,TATAA/TA 区 位 于 -20 ~ -30, 而 -40~ -110 区 为 上 游 激活 
序列 。 除 Pribnow 区 之 外 ,原核 基因 启动 子 上 游 只 有 TIGACA 区 (-30 ~ -40) 作为 RNA 
聚合 酶 的 主要 结合 位 点 ,参与 转录 调控 ;而 真 核 基 因 除 了 含有 可 与 之 相对 应 的 CAAT 区 之 
外 ,大 多 数 基因 还 拥有 GC 区 和 增强 子 区 。 





原核 生物 
Ea 负 调 控 因 
“结合 区 子 结 合 区 
-70 -30 -20 +1 mRNA 






RNA 聚 合 
主要 接触 位 点 





一 35 -10 一 7 


+1 mRNA 


增强 子 -110 -40 -30 -20 





TATA 区 转录 起 点 














TATA 区 和 上 游 局 动 子 元 件 (CAAT 区 或 GC 区 ) 的 作用 有 所 不 同 。 前 者 的 主要 作用 
是 使 转录 精确 地 起 始 ,如 果 除 去 TATA 区 或 进行 碱 基 突 变 , 转 录 产 物 下 降 的 相对 值 不 如 
CAAT 区 或 GC 区 突变 后 明显 ,但 发 现 所 获得 的 RNA 产物 起 始点 不 国定。 研究 SV40 晚 
期 基因 启动 子 发 现 ,上 游 激活 序列 的 存在 与 否 ,对 该 启动 子 的 生物 活性 有 着 根本 性 的 影 
响 。 若 将 该 基因 5' 上 游 -21 ~ -47 核 芽 酸 序列 切除 ,基因 完全 不 表达 (图 3-18). 
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-50 -40 -30 -20 -10 +1 
相对 + + + + + + 
转录 活性 ”CCGGGTGTTCCTGAAGGGGGGCTATAAAGGGGGTGGGGGGGCGTTCGTCCTCA 
全 删除 -~ 47 一 32 
二 删除 -47 一 29 
0 删除 - 47 一 21 
十 十 十 


删除 -20~+20 








CAAT 区 和 GC 区 主要 控制 转录 起 始 频率 ,基本 不 参与 起 始 位 点 的 确定 。CAAT 区 对 
转录 起 始 频 率 的 影响 最 大 ,该 区 任 一 碱 基 的 改变 都 将 极 大 地 影响 靶 基因 的 转录 强度 ,而 
启动 子 区 其 他 序列 中 一 二 个 碱 基 的 置换 则 没有 太 大 的 影响 。 此 外 ,在 TATA 区 和 相 邻 的 
UPE 之 间 插 人 核 苷 酸 也 会 使 转录 减弱 ,在 人 类 8- 血红 蛋白 基因 启动 区 的 两 个 UPE 之 间 
插入 15 个 核 苷 酸 ,该 启动 子 完全 失去 功能 .CAAT 区 和 GC 区 相对 于 TATA 区 的 取向 ($' 一 3/ 
或 3' 一 5), 对 转录 强度 的 影响 不 大 。 

尽管 这 3 种 保守 序列 都 有 着 重要 功能 ,但 并 不 是 每 个 基因 的 启动 子 区 都 包含 这 3 种 
序列 。 有 些 基 因 , 如 SV40 的 早期 基因 ,缺少 TATA 区 和 CAAT 区 ,只 有 6 个 串联 在 上 
游 -40 ~ -110 位 点 的 GC 区 ;有 些 基 因 , 如 组 蛋白 HB, 不 含 GC 区 ,但 有 两 个 CAAT 区 ,一 
个 TATA 区 。 和 研究 发 现 , 真 核 细胞 中 存在 着 大 量 特异 性 或 组 成 型 表达 的 .能够 与 不 同 基因 
启动 子 区 UPE 相 结 合 的 转录 调控 因子 ( 专 3-6)， 基 因 转 录 实 际 上 是 RNA 聚合 酶 ,转录 调控 
因子 和 启动 子 区 各 种 调控 元 件 相互 作用 的 结果 。 


表 3-6 真 核 细 胞 中 的 部 分 转录 调控 因子 分 析 


转录 因子 DNA 结合 区 的 特征 DNA 结合 区 序列 在 生物 体内 的 分 布 
组 成 型 转录 因子 
CTF/NF1 CAAT 区 9-GCCAATCT-3/ 广泛 
Cp CAAT 区 5'~GCCAATCT-—3" 和 这 
C/EBP CAAT 区 5-GCCAATCT-3/ 半生 
Spl GC 区 5-GGGCGG-3/ 广泛 
Oct-1 八 碱 基 区 5'~ATGCAAAT-—3 广泛 
Oct-2 八 磊 基 区 5'~ATOCAAAT-3’ B- 淋巴 细胞 
应 答 蛋 白 
热 委 因子 HSE 5 -CNNGAANNTCCNNG-3/ 受热 激 以 后 
血清 反应 因子 SRE 5'-CCATATTAGG-3/ 受 血 清 生 长 尖子 刺激 
细胞 特异 性 因子 
GATA-1 一 5 一 GATA--3? 成 红细胞 
Pit—1 — 5-ATATTCAT-3/ 腺 体 细胞 
MyoD!1 E 区 5'-CANNG-3 成 肌 细 移 
NF- kB KB 位 点 5 一 GGGACTTTCC-3/ 淋巴 细胞 
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图 3-18 SV40 基因 
启动 子 上 TATAAA 
及 邻近 区 域 对 基因 
转录 活性 的 影响 
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3.4.7 ”转录 的 抑制 


RNA 转录 的 抑制 剂 根据 其 作用 性 质 的 主要 可 以 分 为 两 大 类 :第 一 类 是 DNA 模 
板 功能 抑制 剂 ,通过 与 DNA 结合 而 改变 模板 的 功能 ;第 二 类 是 RNA 聚合 酶 的 抑制 
物 ,它们 与 RNA 聚合 醇 结合 而 抑制 其 活力 。 表 3-7 列举 了 一 些 典型 的 RNA 转录 的 
抑制 剂 。 

1. DNA 模板 功能 抑制 剂 

放 线 菌 素 D(actinomycin D) 是 DNA 模板 功能 的 抑制 物 ,可 与 DNA 形成 非 共 价 复合 物 ， 
抑制 其 作为 模板 的 功能 。1 mmolL 放 线 菌 素 D 就 可 有 效 地 抑制 转录 过 程 , 它 具 有 抗菌 和 
抗 癌 作 用 。 

还 有 一 些 烷 化 剂 ,如 氮 芥 \ 磺 酸 酯 、 氮 丙 啶 等 分 子 中 带 有 能 使 DNA 烷 基 化 的 活性 烷 
基 , 能 够 作用 于 DNA 的 两 条 链 , 使 之 发 生 交 联 , 抑 制 其 模板 功能 。 烷 化 剂 的 毒性 较 大 ,能 
够 引起 细胞 突变 ,具有 致癌 作用 。 有 些 烧 化 剂 ,如 环 磷 酰 胺 ,能 有 选择 地 杀伤 肿瘤 细胞 , 因 
而 在 临床 上 还 被 用 于 治疗 恶性 肿瘤 。 

某 些 具有 扁平 芳香 族 发 色 团 的 嵌入 剂 ,可 插 和 人 双 链 DNA 相 邻 的 碱 基 对 之 间 , 因 此 又 
称 为 蔡 入 染料 。 和 嵌入 剂 通常 含有 叫 啶 或 菲 啶 环 ,它们 的 大 小 与 碱 基 相当 , 插 人 后 使 DNA 
在 复制 中 缺失 或 增添 一 个 核 苷 酸 ,导致 移 码 突变 。 溴 化 乙 锭 (ethidium bromide,EB) 是 高 
灵敏 度 的 荧光 试剂 ,与 核酸 结合 后 抑制 其 复制 和 转录 。 

2. RNA 聚合 酶 抑制 剂 

利 福 霉 素 (rifamycin)\ 利 迪 链 霉 素 (streptolydigin) 和 a- 物 育 莹 碱 都 是 RNA 聚合 酶 的 
抑制 物 。 其 中 , 利 福 霉 素 能 强烈 地 抑制 革 兰 氏 阳 性 菌 和 结合 杆菌 ,具有 广 谱 抗 菌 作用 ,能 
特异 性 地 抑制 细菌 RNA 聚合 酶 的 活性 。 利 迪 链 霉 素 与 细菌 RNA 聚合 酶 的 B 亚 基 结合 ， 
抑制 转录 的 起 始 。a- 鹅 育 草 碱 主要 抑制 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 。 


表 3-7 常见 的 转录 拙 制剂 


抑制 剂 车 酶 抑制 作用 
利 福 寡 素 细菌 全 酶 和 B 亚 基 结合 ,抑制 起 始 
利 迪 链 窒 素 细菌 核心 禾 和 BB 亚 基 结合 ,抑制 起 始 
放射 线 素 D 真 核 RNA 育 合 酶 1 与 DNA 结合 ,阻止 延伸 


a- 疙 育 曲 碱 直 核 RNA 聚合 酶 [ 与 RNA 案 合 酶 了 [结合 


除了 上 述 抑制 剂 外 ,还 有 一 些 味 叭 和 喀 啶 类 似 物 ,如 5- 氟 尿 喀 啶 .6- 殖 基 噶 叭 . 硫 鸟 
嘲 叭 .8- 氨 鸟 味 叭 以 及 6- 氮 尿 喀 啶 等 ,可 以 作为 核 苷 酸 代谢 瑚 斋 物 直 接 抑制 核 苷 酸 合成 
相关 的 酶 类 ,从 而 抑制 核酸 前 体 的 合成 。 也 可 以 通过 挫 人 核酸 分 子 ,形成 异常 的 DNA 或 
RNA 分 子 ,影响 核酸 功能 并 导致 突变 。 
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3.5 “原核 生物 与 真 核 生物 转录 产物 比较 


原核 生物 与 真 核 生 物 基 因 转录 具有 一 定 的 相似 性 ,但 也 存在 以 下 几 方面 的 差异 : 

(1) 只 有 一 种 RNA 聚合 酶 参与 所 有 类 型 的 原核 生物 基因 转录 ,而 真 核 生物 有 3 种 以 上 
的 RNA 聚合 酶 来 负责 不 同类 型 的 基因 转录 ,合成 不 同类 型 的 ,在 细胞 核 内 有 不 同 定位 的 RNA。 

(2) 转录 产物 有 差别 。 原 核 生 物 的 初级 转录 产物 大 多 数 是 编码 序列 ,与 蛋白 质 的 氨基 
酸 序 列 呈 线性 关系 ;而 真 核 生物 的 初级 转录 产物 很 大 ,含有 内 含 子 序列 ,成熟 的 mRNA 只 
占 初 级 转录 产物 的 一 小 部 分 。 

(3) 原核 生物 的 初级 转录 产物 几乎 不 需要 剪接 加 工 , 就 可 直接 作为 成 熟 的 mRNA 进 
一 步行 使 翻译 模板 的 功能 ; 真 核 生 物 转录 产物 需要 经 过 剪接 ,修饰 等 转录 后 加 工 成 熟 过 程 
才能 成 为 成 熟 的 mRNA。 

(4) 在 原核 生物 细胞 中 ,转录 和 翻译 不 仅 发 生 在 同一 个 细胞 空间 里 , 而 且 这 两 个 过 
程 几乎 是 同步 进行 的 ,蛋白 质 合 成 往往 在 mRNA 刚 开 始 转录 时 就 被 引发 了 。 真 核 生物 
mRNA 的 合成 和 蛋白质 的 合成 则 发 生 在 不 同 的 空间 和 时 间 范 畴 内 。 


3.6 原核 生物 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 


信使 核糖 核酸 通常 用 mRNA 表示 ,是 英文 messenger RNA 的 简称 。mRNA 在 大 肠 杆 
菌 细胞 内 占 总 RNA 的 2% 左右 (tRNA 占 16% ,而 rRNA 则 占 80% 以 上 )。 尽 管 科 学 家 很 
早 就 怀疑 生物 细胞 内 存在 能 将 遗传 信息 从 DNA 上 转移 到 蛋白 质 分 子 上 的 信使 (或 称 模 
板 ), 但 由 于 mRNA 在 细菌 细胞 内 的 半衰期 很 短 , 科 学 家 直到 20 世纪 70 年 代 初 才 首 次 将 
这 一 重要 物质 从 细胞 中 分 离 出 来 。 现 已 查 明 ,许多 基因 的 mRNA 在 体内 还 是 相当 稳定 的 ， 
半衰期 从 几 个 小 时 到 几 天 不 等 。 目 前 ,人 们 已 能 从 几乎 所 有 生物 体内 分 离 纯化 编码 任何 
蛋白 质 的 mRNA。 

虽然 mRNA 在 所 有 细胞 内 执行 着 相同 的 功能 , 即 通过 密码 三 联 子 翻 译 生成 蛋白 质 ， 
其 生物 合成 的 具体 过 程 和 成 熟 mRNA 的 结构 在 原核 和 真 核 细 胞 内 是 不 同 的 。 真 核 细胞 
mRNA 的 最 大 特点 在 于 它 往往 以 一 个 较 大 相对 分 子 质量 的 前 体 RNA 出 现在 核 内 ,需要 经 
过 转录 后 加 工 。 只 有 成 熟 的 .相对 分 子 质量 明显 变 小 并 经 化 学 修饰 的 mRNA 才能 进入 细 
胞 质 基 质 ,参与 蛋白 质 的 合成 。 

原核 生物 常 以 AUG( 有 时 GUG ,甚至 UUG) 作 为 起 始 密码 子 ,而 真 核 生物 几乎 永远 以 
AUG 作为 起 始 密 码 子 。 


3.6.1 原核 生物 mRNA 的 特征 


1. 原核 生物 mRNA 的 半衰期 短 
细菌 基因 的 转录 与 翻译 是 紧密 相连 的 ,基因 转录 一 旦 开始 ,核糖 体 就 结合 到 新 生 
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mRNA 链 的 5 端 ,启动 蛋白 质 合 成 ,而 此 时 该 mRNA 的 3' 端 还 远 远 没 有 转录 完全 。 在 电 
子 显微镜 下 ,我 们 可 以 看 到 一 连 串 核糖 体 紧 紧 跟 在 RNA 聚合 酶 后 面 。 

绝 大 多 数 细菌 mRNA 的 半衰期 短 得 令 人 吃惊 ,mRNA 的 降解 紧 随 着 蛋白 质 翻译 过 程 
发 生 。 现 在 一 般 认 为 ,转录 开始 1 min 后 ,降解 就 开始 了 ,这 就 是 说 , 当 一 个 mRNA 的 5 
端 开始 降解 时 ,其 3' 端 部 分 可 能 仍 在 合成 或 被 翻译 。mRNA 降解 的 速率 大 概 只 有 转录 或 
翻译 速率 的 一 半 。 科 学 家 发 现 每 过 大 约 2 min, 体 系 中 出 现 新 生 蛋 白质 的 速度 就 下 
降 50%。 

因为 基因 转录 和 多 肽 链 延 伸 的 速率 基本 相同 ,所 以 细胞 内 某 一 基因 产物 (和 蛋白质) 的 
多 少 取决 于 转录 和 翻译 的 起 始 效率 ,以 大 肠 杆菌 色 氨 酸 合成 酶 基因 为 例 ,平均 每 分 钟 约 
有 15 次 转录 起 始 , 这 些 mRNA 链 从 生成 到 降解 平均 被 翻译 10 次 ,所 以 ,稳定 状态 下 细胞 
中 每 分 钟 生成 150 个 多 肽 。 在 讨论 mRNA 半衰期 的 时 候 我 们 不 应 忘记 ,所 有 这 一 切 都 只 
是 统计 学 上 的 平均 值 。 事 实 上 ,新 生 mRNA 与 成 熟 mRNA 受 核酸 酶 “攻击 "的 概率 是 相 
等 的 。 所 以 ,有 些 mRNA 链 可 能 被 翻译 了 许多 次 ,而 同一 群体 中 的 另外 一 些 mRNA 分 子 
可 能 根本 没有 被 翻译 。 虽 然 mRNA 的 寿命 具有 随机 性 ,但 某 一 mRNA 的 翻译 产量 却 是 
大 致 稳定 的 。 

2. 许多 原核 生物 mRNA 可 能 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 

细菌 mRNA 可 以 同时 编码 不 同 的 蛋白 质 ,把 只 编码 一 个 蛋白 质 的 mRNA 称 为 单 顺 
反 子 mRNA (monocistronic mRNA), 把 编码 多 个 蛋白 质 的 mRNA 称 为 多 顺 反 子 mRNA 
(polyeistronie mRNA)。 多 顺 反 子 mRNA 是 一 组 相 邻 或 相互 重合 基因 的 转录 产物 ,这 样 的 
一 组 基因 可 被 称 为 一 个 操纵 子 (operon), 是 生物 体内 的 重要 遗传 单位 ,如 大 肠 杆菌 乳 糖 操 
纵 子 转录 成 编码 3 条 多 肽 的 多 顺 反 子 mRNA ,经 过 翻译 生成 B- 半 乳 糖苷 酶 . 透 过 酶 及 乙 
酰基 转移 酶 。 

几乎 所 有 mRNA 都 可 以 被 分 成 3 部 分 :编码 区 和 位 于 AUG 之 前 的 5 端 上 游 非 编码 
区 以 及 位 于 终止 密码 子 之 后 不 翻译 的 3' 端 下 游 非 编 码 区 。 编 码 区 从 起 始 密码 子 AUG 开 
始 经 一 连 串 编码 氨基 酸 的 密码 子 直至 终止 密码 子 。 对 于 第 一 个 顺 反 子 来 说 ,一 旦 mRNA 
的 $' 端 被 合成 ,翻译 起 始 位 点 即 可 与 核糖 体 相 结合 ,而 后 面 几 个 顺 反 子 翻译 的 起 始 就 会 
受 其 上 游 顺 反 子 结构 的 调控 。 

一 种 情况 是 ,第 一 个 蛋白 质 合成 终止 以 后 ,核糖 体 分解 成 大 、 小 亚 基 ,脱离 mRNA 模 
板 , 第 二 个 蛋白 质 的 翻译 必须 等 到 新 的 小 亚 基 和 大 亚 基 与 该 蛋白 质 起 始 密 码 子 相 结 合 后 
才 可 能 开始 由 汪 '”*”。 当 然 ,前 一 个 多 肽 翻译 完成 以 后 ,核糖 体 大 、 小 亚 基 分 离 , 小 亚 基 也 
可 能 不 离开 mRNA 模板 ,而 是 迅速 与 游离 的 大 亚 基 结 合 , 启 动 第 二 个 多 肽 的 合成 ' 外 ;sh 。 
在 噬菌体 RNA 中 ,一 个 顺 反 子 的 翻译 有 时 完全 取决 于 它 前 面 顺 反 子 的 翻译 ,因为 叭 菌 体 
RNA 往往 形成 复杂 的 二 级 结构 ,只 有 第 一 个 翻译 起 始 位 点 是 暴露 的 ,在 这 个 顺 反 子 翻译 
产生 多 肽 的 过 程 中 ,核糖 体 的 运动 破坏 了 后 续 顺 反 子 的 二 级 结构 ,使 起 始 位 点 较 容 易 与 核 
糖 体 相 结合 形成 起 始 复合 物 下 3-2)。 
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随 着 另 一 个 顺 反 子 的 翻译 , mRNA 的 二 级 结构 被 破坏 

















3.6 原核 生物 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 


图 3-19 原核 生物 
多 顺 反 子 基因 中 后 
续 编 码 区 翻译 起 始 
受 顺 反 子 之 问 距离 
的 影响 
(a) 当 两 个 顺 反 子 之 问 
距离 较 远 时 ,前 一 顺 
反 子 翻译 的 终止 与 后 
- 顺 反 子 翻译 的 起 始 
是 相互 独立 的 ; (b) 当 
两 个 顺 反 子 之 间距 离 
较 近 时 ,前 一 顺 反 子 
翻译 的 终止 与 后 一 顺 
反 子 翻译 的 起 始 相 衔 
接 ,30 S 小 亚 基 始 终 与 
mRNA 结合 ,只 有 50S 
大 亚 基 可 能 与 mRNA 
分 离 。 


图 3-20 mRNA 的 
次 级 结构 有 可 能 控 
制 翻译 的 起 始 
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3. 原核 生物 mRNA 的 $' 端 无 帽子 结构 ,3' 端 没有 或 只 有 较 短 的 多 (A) 结 构 

原核 生物 起 始 密码 子 AUG 上 游 7~ 12 个 核 背 酸 处 有 一 被 称 为 SD 序列 (Shine- 
Dalgarno sequence) 的 保守 区 ,因为 该 序列 与 16S rRNA 3' 端 反 向 互补 ,所 以 被 认为 在 核 精 
体 与 mRNA 的 结合 过 程 中 起 作用 。 如 果 把 16S rRNA 3' 末 端的 6 个 保守 核 苷 酸 反 过 来 写 ， 
则 为 3-UCCUCC-5'。 所 有 已 知 大 肠 杆 菌 mRNA 的 翻译 起 始 区 都 含有 4 ~ 5 个 (至 少 3 个 ) 
对 应 于 SD 序列 的 核 苷 酸 。 去 3-8 是 叭 菌 体 中 X174 基因 的 5' 非 编码 区 序列 ,黑体 显示 不 
同 mRNA 与 16S rRNA 3' 末端 六 核 苷 酸 保守 区 的 同一 性 。 


表 3-8 中 X174 mRNA 5 末端 与 16SrRNA 3 末端 序列 比较 





基 因 mRNA 序列 (5 一 3) 
中 X174 基因 
D CCACUAAUAGGUAAGAAAUCAUGAGU 
E CUGCGUUGAGGCUUGCGUUUAUGGUA 
J CGUGCGGAAGGAGUGAUGUAAUGUCU 
F CCCUUACUUGAGGAUAAAUUAUGUCU 
G UUCUGCUUAGGAGUUUAAUCAUGUUU 
A CAAAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUU 
B AAAGGUCUAGGAGCUAAAGAAUGGAA 
rRNA(3'— 5") AUUCCUCCACUAG 


细菌 16S rRNA 的 3' 末端 既 非常 保守 ,又 高 度 自我 互补 ,能 形成 发 夹 结构 。 与 mRNA 
互补 的 部 分 也 参与 这 个 “发 夹 " 的 形成 。 表 面 上 看 这 似乎 是 一 对 矛盾 ,一 个 序列 不 可 能 在 
形成 “发 夹 " 的 同时 又 与 mRNA 相 结合 。 事 实 上 ,这 正好 说 明 序 列 配对 是 动态 的 .可 变 的 ， 
翻译 起 始 复合 物 的 生成 很 可 能 包含 了 rRNA 3' 末端 的 发 夹 结构 的 改变 ,启动 蛋白 质 翻 译 
以 后 ,mRNA-rRNA 杂 合体 被 打破 ,为 核糖 体 在 mRNA 模板 上 的 移动 创造 了 条 件 。 


3.6.2 ” 真 核 生 物 mRNA 的 特征 


凡是 编码 功能 蛋白 的 真 核 基因 都 通过 RNA 聚合 酶 工 进行 转录 , 真 核 基因 几乎 都 是 单 
顺 反 子 , 只 包含 一 个 蛋白 质 的 信息 ,其 长 度 在 几 百 到 几 千 个 核 苷 酸 之 间 。 一 个 完整 的 基因 ， 
不 但 包括 编码 区 (coding region), 还 包括 $ 和 3' 端 长 度 不 等 的 特异 性 序列 ,它们 虽然 不 编 
码 氨基 酸 , 却 在 基因 表达 的 过 程 中 起 者 重要 作用 。 所 以 ,“ 基 因 " 的 分 子 生 物 学 定义 是 : 
产生 一 条 多 肽 链 或 功能 RNA 所 必需 的 全 部 核 苷 酸 序列 ! 真 核 生 物 mRNA 结构 上 的 最 大 
特征 是 $ 端的 帽子 及 3' 的 多 (A) 结 构 。 

1. 真 核 生 物 mRNA 的 $' 端 存在 帽子 结构 

真 核 生 物 的 mRNA( 不 包括 叶绿体 和 线粒体 )5' 端 都 是 经 过 修饰 的 ,基因 转录 一 
般 从 味 叭 (主要 是 A, 也 可 能 是 G) 起 始 ,第 一 个 核 苷 酸 保留 了 5' 端的 三 磷酸 基 团 并 能 
通过 其 3'-OH 位 与 下 一 个 核 苷 酸 的 $' 磷酸 基 团 形成 二 酯 键 ,转录 产物 的 起 始 序 列 为 
pppApNPNp……。 然而 ,如 果 在 体外 用 核酸 酶 处 理 成 熟 mRNA ,其 5' 端 并 不 产生 预期 的 
核 苷 三 磷酸 ,而 产生 以 $' 一 5' 三 磷酸 基 团 相连 的 二 核 苷 酸 ,5' 终端 是 一 个 在 mRNA 转录 
后 加 上 去 的 甲 基 化 鸟 顺 吟 (所 21。 
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mRNA 5' 端 加 “G"” 的 反应 是 由 鸟 苷 酸 转 移 酶 完成 的 ,这 个 反应 非常 迅速 ,很 难 在 体外 
或 体内 测 得 5' 自由 三 磷酸 基 团 的 存在 。 据 测算 ,在 新 生 mRNA 链 达 到 50 个 核 苷 酸 之 前 ， 
甚至 可 能 在 RNA 聚合 酶 了 离开 转录 起 点 之 前 ,帽子 结构 就 已 加 到 mRNA 的 第 一 个 核 苷 
酸 上 了 。 这 就 是 说 ,mRNA 几乎 一 诞生 就 是 戴 上 帽子 的 。 一 般 认 为 ,帽子 结构 是 CTP 和 
原 mRNA 5' 三 磷酸 腺 苷 (或 乌 苷 ) 缩 合 反应 的 产物 ,新 加 上 的 G 与 mRNA 链 上 所 有 其 他 
核 苷 酸 方向 正好 相反 , 像 一 顶 帽 子 倒 扣 在 mRNA 链 上 ,故而 得 名 。 

mRNA 的 帽子 结构 常常 被 甲 基 化 。 第 一 个 甲 基 出 现在 所 有 真 核 细胞 的 mRNA 中 ( 单 
细胞 真 核 生 物 mRNA 主要 是 这 个 结构 ), 由 鸟 味 叭 -7- 甲 基 转 移 酶 (guanine-7-methyl- 
transferase) 催化 , 称 为 零 号 帽子 (cap0)。 帽 子 结构 的 下 一 步 是 在 第 二 个 核 苷 酸 ( 原 mRNA 5' 
第 一 位 ) 的 2-OH 位 上 加 另 一 个 甲 基 , 这 步 反 应 由 2-O- 甲 基 转 移 酶 完成 。 一 般 把 有 这 
两 个 甲 基 的 结构 称 为 1 号 帽子 (cap1), 真 核 生物 中 以 这 类 帽子 结构 为 主 。 当 mRNA 原 第 
二 位 核 苷 酸 是 腺 味 叭 时 ,其 N* 位 有 时 也 被 甲 基 化 ,这 一 反应 只 能 在 2-OH 被 甲 基 化 以 后 
才能 发 生 。 在 某 些 生物 细胞 内 ,mRNA 链 上 的 第 三 个 核 苷 酸 的 2-OH 位 也 可 能 被 甲 基 化 ， 
因为 这 个 反应 只 以 带 有 1 号 帽子 的 mRNA 为 底 物 ,所 以 被 称 为 2 号 帽子 (cap2)。 有 2 号 
帽子 的 mRNA 只 占有 帽 mRNA 总 量 的 15% 以 下 。 

帽子 结构 可 能 使 mRNA 免 遭 核酸 酶 的 破坏 。 实 验 表明 ,去 除 珠 蛋白 mRNA 5' 端的 


3.6 ”原核 生物 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 


图 3-21 真 核 生 物 
mRNA 结构 

(a) 真 核 生 物 mRNA 
的 结构 模式 ; (b) 真 核 
生物 mRNA 的 蝎子 
结构 。 
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图 3-22 真 核 生物 
mRNA 的 加 多 (A) 
反应 
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7- 甲 基 鸟 呆 叭 后 ,该 mRNA 分 子 的 翻译 活性 和 稳定 性 都 明显 下 降 。 而 且 , 有 帽子 结构 的 
mRNA 更 容易 被 蛋白 质 合 成 的 起 始 因子 所 识别 ,从 而 促进 蛋白 质 的 合成 。 在 呼 肠 孤 病毒 
中 , 含 甲 基 化 5' 端 mRNA 的 蛋白 质 合成 速率 比 不 含 甲 基 的 mRNA 要 快 .用 化 学 方法 除去 5 
端的 甲 基 以 后 ,上 述 mRNA 作为 蛋白 质 合 成 模板 的 活性 消失 ,说 明 mRNA 5' 端 甲 基 化 的 
帽子 是 翻译 所 必需 的 。 已 经 发 现在 呼 肠 孤 病毒 中 无 m'G 的 mRNA 不 能 与 核糖 体 40S 小 
亚 基 结合 ,证 明 甲 基 化 的 帽子 结构 可 能 是 蛋白 质 合成 起 始 信号 的 一 部 分 。 

2. 绝 大 多 数 真 核 生 物 mRNA 具有 多 (A) 尾巴 

除 组 蛋白 基因 外 , 真 核 生 物 mRNA 的 3' 末端 都 有 多 (A) 序列 ,其 长 度 因 mRNA 种 类 
不 同 而 变化 ,一 般 为 40 ~ 200 个 。 多 (A) 序 列 是 在 转录 后 加 上 去 的 ,可 能 在 细胞 核 中 的 核 
内 不 均一 RNA 阶段 就 已 经 加 上 了 多 (A)。 目 前 还 不 清楚 RNA 上 聚合 酶 所 转录 基因 的 精 
确 终止 位 点 ,但 研究 发 现 ,几乎 所 有 真 核 基因 的 3' 末端 转录 终止 位 点 上 游 15 ~ 30 bp 处 的 
保守 序列 AAUAAA 对 于 初级 转录 产物 的 准确 切割 及 加 多 (A) 是 必需 的 (外 3-2)。 实 验证 
明 , 尽 管 多 (A) 位 点 及 AATAAA 的 存在 对 于 基因 的 转录 和 成 熟 意义 重大 ,但 RNA 聚合 酶 
[ 却 不 在 多 (A) 位 点 终止 ,而 往往 继续 转录 ,因此 ,大 部 分 已 知 基 因 的 初级 转录 产物 拥有 
多 (A) 位 点 下 游 0.5 ~ 2 kb 核 苷 酸 序列 。 











mRNA 前 体 A CA GU 





poly A 合成 酶 的 复合 物 











多 mRNA 一 -一 AAUAAA 











加 多 (A) 时 需要 由 内 切 酶 切 开 mRNA 3' 端的 特定 部 位 ,然后 由 多 (A) 合 成 酶 催化 多 
腺 苷 酸 的 反应 。 如 果 将 上 述 保守 序列 切除 ,该 基因 组 合 的 转录 活性 就 会 消失 。 点 突变 实 
验 将 AAUAAA 变 为 AAGAAA ,虽然 维持 了 该 基因 的 转录 活性 , 却 发 现 mRNA 的 剪接 加 工 
受阻 ,因而 没有 功能 性 mRNA 产生 。 

多 (A) 是 mRNA 由 细胞 核 进入 细胞 质 基 质 所 必需 的 形式 , 它 大 大 提高 了 mRNA 在 细 
胞 质 基质 中 的 稳定 性 。 当 mRNA 刚 从 细胞 核 进入 细胞 质 基质 时 ,其 多 (A) 尾 巴 一 般 比 较 
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长 , 随 着 mRNA 在 细胞 质 内 逗留 时 间 延 长 ,多 (A) 逐 渐变 短 消 失 ,mRNA 进入 降解 过 程 - 
此 外 ,翻译 起 始 因子 eIF4F 和 包 绕 在 多 (A) 尾 的 poly-A 尾 结合 蛋 白 之 间 的 相互 作用 使 真 
核 mRNA 保持 环 状 ,因而 多 (A) 还 能 增强 mRNA 的 可 翻译 能 力 。 

真 核 生 物 mRNA 大 都 具有 多 (A) 尾 巴 ,这 一 特性 已 被 广泛 应 用 于 分 子 克隆 。 常 用 寡 
dT 片段 与 mRNA 上 的 多 (A) 相 配对 ,作为 反 转 录 酶 合成 第 一 条 cDNA 链 的 引物 。 

尽管 大 部 分 真 核 mRNA 有 多 (A) 尾 巴 ,细胞 中 仍 可 有 多 达 1/3 没有 多 (A) 的 mRNA， 
我 们 把 带 有 多 (A) 的 mRNA 称 为 多 (Ar, 而 把 没有 多 (A) 的 mRNA 称 为 多 (A)。 现 已 查 
明 , 约 1/3 的 多 (A mRNA 编码 了 不 同形 式 的 组 蛋白 ,其余 2/3 的 多 (A) mRNA 可 能 带 有 
与 多 (A) 组 分 相同 的 遗传 信息 。 


3.7 真 核 生物 RNA 的 转录 后 加 工 


3.7.1 真 核 生物 RNA 中 的 内 含 子 


真 核 基因 大 多 是 断裂 的 ,也 就 是 说 ,一 个 基因 可 由 多 个 内 含 子 和 外 显 子 间隔 排列 而 
成 。 研 究 表明 ,内 含 子 在 真 核 基 因 中 所 占 的 比例 很 高 ,甚至 超过 99% ( 表 3-9)。 

断裂 基因 的 存在 表明 真 核 细 胞 的 基因 结构 和 mRNA 合成 过 程 比 原核 细胞 要 复杂 得 
多 ,因为 真 核 基因 表达 往往 伴随 着 RNA 的 剪接 过 程 (splicing), 从 mRNA 前 体 分 子 中 切除 
被 称 为 内 含 子 (intron) 的 非 编 码 区 ,并 使 基因 中 被 称 为 外 显 子 (exon) 的 编码 区 拼接 形成 成 
熟 mRNA (图 3-23)。 


表 3-9 部 分 人 类 基因 中 内 含 子 序列 所 占 的 比例 分 析 








基因 长 度 /kb 内 含 子 数 世 内 含 子 所 占 比 例 /% 
有 虚 岛 素 1.4 2 67 
pb- 球 蛋白 1.4 2 69 
血清 强 白 18 13 89 
胶原 重 白 组 分 川 31 117 71 
旭 因 子 186 25 5 
蓉 缩 性 员 强 直 因 子 2 400 78 >99 
启动 子 区 内 含 子 1 2 
基 N 组 C) 了 J J Ts ) 
外 显 子 1 2 3 4 
| 4 
先 


5' 先 区 1 2 3 4 :编码 区 
mRNA 前 体 5' 











3.7 真 核 生 物 RNA 的 转录 后 加 工 


图 3-23 真 核 基因 
中 存在 非 编码 的 内 
含 子 区 

所 示 基 因 含 有 4 个 外 
显 子 和 3 个 内 含 子 。 
转录 从 启动 子 区 开始 ， 
产生 了 包括 全 部 外 显 
了 于 和 内 含 子 的 mRNA 
前 体 。 通 过 胸 接 除去 
内 含 子 ,并 将 外 显 子 连 
接 起 来 ,得 到 成 熟 的 
mRNA 
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3.7.2 ” 真 核 生 物 tRNA 前 体 的 转录 后 加 工 


真 核 生物 tRNA 基因 有 内 含 子 ,其 前 体 必须 经 过 剪接 。 其 内 含 子 具有 下 列 特点 :长 
度 和 序列 没有 共同 性 ,一 般 有 16 ~ 46 个 核 苷 酸 ;@ 位 于 反 密 码 子 的 下 游 ;@@ 内 含 子 和 外 显 
子 间 的 边界 没有 保守 序列 ,所 以 与 mRNA 的 剪接 不 同 ,tRNA 前 体 的 剪接 不 符合 一 般 规 律 。 

由 于 tRNA 分 子 具 有 高 度 保守 的 二 级 结构 , 真 核 生 物 tRNA 前 体内 含 子 的 精确 切除 信 
号 是 tRNA 分 子 共 同 的 二 级 结构 。 哺 乳 动物 .酵母 . 果 蝇 和 植物 等 的 tRNA 的 加 工 基 本 上 
相同 ,主要 包括 下 面 需要 酶 催化 的 3 个 过 程 : 

(1) 内 含 子 的 剪接 tRNA 核酸 内 切 酶 切割 前 体 分子 中 的 内 含 子 ,RNA 连接 酶 将 外 显 
子 部 分 连接 在 一 起 。 

(2) 3' 端 添加 CCA ” 真 核 生 物 所 有 tRNA 前 体 的 3' 端 缺乏 -CCA-OH 结构 ,在 蛋白 质 
翻译 过 程 中 没有 活性 ,因而 需要 在 tRNA 核 苷 酸 转 移 酶 的 催化 下 在 其 3' 端 添加 CCA。 

(3) 核 苷 酸 修饰 tRNA 分 子 中 稀有 核 苷 酸 较 多 ,其 修饰 很 频繁 。 如 tRNA 甲 基 化 酶 
能 够 催化 tRNA 分 子 特 定位 置 的 甲 基 化 等 ,但 这 些 稀 有 核 苷 酸 的 功能 还 有 待 深 入 研究 。 


3.7.3” 真 核 生物 rRNA 前 体 的 转录 后 加 工 


大 多 数 真 核 生物 rRNA 基因 无 内 含 子 。 有 些 虽 然 有 内 含 子 但 并 不 转录 。 新 生 rRNA 
前 体 与 蛋白 质 结合 ,形成 巨大 的 核糖 核 蛋白 前 体 (pre-rRNA) 颗粒 ,前 体 长 度 约 为 成 熟 
rRNA 的 2 倍 ,因此 ,rRNA 前 体 必须 被 剪 切 成 成 熟 的 rRNA 分 子 ,此 过 程 在 核 仁 中 进行 。 
核 仁 小 分 子 RNA (snoRNA) 参 与 核糖 核酸 酶 对 特定 立体 结构 的 识别 ,从 而 确定 切割 位 点 。 

在 不 同 真 核 生 物 中 ,rRNA 前 体 的 每 个 转录 单位 内 各 rRNA 的 排列 顺序 和 加 工 过 程 都 十 分 
保守 。 以 人 HelLa 细胞 为 例 , 哺 乳 动物 细胞 内 rRNA 前 体 的 剪 切 过 程 包括 以 下 4 个 步骤 4 

(1) 在 5' 端 切除 非 编码 的 序列 ,生成 41S 中 间 产 物 。 

(2) 41S RNA 再 被 切割 为 两 段 ,一 段 为 32S, 含 有 28S rRNA 和 5.8S rRNA, 另 一 段 为 
20S, 含 有 18S rRNA。 

(3) 32S RNA 进一步 被 剪 切 成 28S rRNA 和 5.8S rRNA。 

(4) 20S RNA 被 剪 切 生成 18S rRNA。 


3.7.4 真 核 生 物 mRNA 的 剪接 


RNA 剪接 主要 有 3 种 (不 包括 tRNA 的 加 工 过 程 ): pre-mRNA 剪接 .TI 类 和 开 类 自前 
接 内 含 子 。 

由 DNA 转录 生成 的 初级 转录 产物 一 一 核 内 不 均一 RNA (hnRNA), 即 mRNA 的 前 体 ， 
经 过 5' 加 “* 帽 ”和 3' 酶 切 加 多 腺 苷 酸 ,再 经 过 RNA 的 剪接 ,编码 蛋白 质 的 外 显 子 部 分 就 
连接 成 为 一 个 连续 的 可 读 框 (open reading frame,ORF), 通 过 核 孔 进入 细胞 质 基质 ,就 能 作 
为 蛋白 质 合 成 的 模板 了 。 表 3-10 和 图 3-25 分 别 总 结 了 成 熟 mRNA 和 RNA 的 主要 加 工 
过 程 。 
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( 级 切 位 点 ) 


pre-rRNA 45S 5' 





图 3-24 人 HeLa 
( 剪 切 位 点 ) 细胞 和 小 鼠 上 细胞 
的 rRNA 前 体 转 冰 
后 加 工 示 意图 
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图 3-25 mRNA 初 
级 转录 产物 的 生成 
转 了 未 和 "加 幅 ” 反 应 及 其 主要 加 工 前 接 
过 程 图 示 
5' 帽子 结构 RNA 素 合 酶 
生成 初级 转录 产物 
,初级 转录 产物 非 编码 3 增 序 列 ， 
| RNA 切 制 , 加 
| polyA 和 前 接 
过 程 
成 熟 4， np ， 
5 AAAA, 3 
表 3-10 ”RNA 加 工 过 程 及 其 生理 功能 
加 工 过 程 推测 的 生理 功能 
加 帽子 反应 mRNA 从 细胞 核 向 细胞 质 基质 运转 ,翻译 起 始 
加 多 (A) 反 应 转录 终止 ,翻译 起 始 和 mRNA 降解 
RNA 的 剪接 从 mRNA .tRNA 和 rRNA 分 子 中 切除 内 含 子 
RNA 的 切割 从 前 体 RNA 中 释放 成 熟 了 NA 和 rRNA 分 子 


3.7 真 核 生物 RNA 的 转录 后 加 了 
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图 3-26 疹 椎 动物 
mRNA 前 体 中 常见 
的 内 含 子 和 剪接 所 必 
需 的 保守 序列 

图 中 显示 5 剪接 位 点 
和 3 剪接 位 点 的 共有 
序列 以 及 分 支点 的 保 
守 腺 苷 酸 成 分 。 
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真 核 基因 平均 含有 8 ~ 10 个 内 含 子 , 前 体 分 子 一 般 比 成 熟 mRNA 大 4 ~ 10 倍 。 不 同 
生物 细胞 内 含 子 的 边界 处 存在 相似 的 核 苷 酸 序 列 ,表明 内 含 子 剪接 过 程 在 进化 上 是 保守 
的 。 比 较 同 源 基因 的 进化 过 程 发 现 内 含 子 的 异化 大 于 外 显 子 ,特定 的 内 含 子 还 可 能 在 进 
化 过 程 中 丢失 ,因此 ,内 含 子 的 “功能 " 及 其 在 生物 进化 中 的 地 位 是 一 个 引 人 注 目的 问题 。 
另外 ,许多 人 类 疾病 是 内 含 子 剪接 异常 引起 的 ,如 地 中 海 贫 血 病人 的 珠 蛋 白 基 因 中 ,大 约 
有 1/4 的 核 苷 酸 突变 发 生 在 内 含 子 的 $ 或 3 边界 保 守 序 列 上 ,或 者 虽然 位 于 内 含 子 中 间 
但 干扰 了 mRNA 前 体 的 正常 剪接 。 

1. RNA 序列 决定 了 剪接 的 发 生 位 点 

比较 不 同 基因 的 核 苷 酸 序列 发 现 ,mRNA 前 体 中 内 含 子 的 两 端 边 界 存在 共同 的 序列 ， 
这 些 序列 结构 可 能 是 产生 mRNA 前 体 剪接 的 信号 。 多 数 细胞 核 mRNA 前 体内 含 子 的 5 
边界 序列 为 GU,3' 边界 序列 为 AG。 因 此 ,GU 表示 供 体 衔接 点 的 5' 端 ,AG 代表 接纳 体 衔 
接点 的 3' 端 。 把 这 种 保守 序列 模式 称 为 GU-AG 法 则 ,又 称 为 Chambon 法 则 。 

除了 边界 序列 之 外 ,外 显 子 与 内 含 子 交 界 处 的 序列 ,内 含 子 内 部 的 部 分 序列 也 可 能 
参与 内 含 子 的 剪接 ( 国 3-26/。 在 3' 端 剪接 位 点 AG 的 附近 有 一 段 富 含 喀 啶 的 区 域 ,含有 
10 ~ 20 个 喀 啶 核 苷 酸 ;5' 端 有 一 保守 序列 ($-GUPuAGU-3")。 此 外 ,许多 发 生 分 叉 剪接 的 
核 mRNA 内 含 子 3' 端 上 游 18 ~ 50 个 核 苷 酸 处 ,存在 一 个 序列 为 PywNPywPusAPyw 的 保 
守 区 ,其 中 A 为 百分之百 保守 , 且 具 有 2'-OH ,是 参与 形成 分 义 剪 接 中 间 物 的 特定 腺 嗓 叭 ， 
称 为 分 支点 。 上 述 保守 序列 都 是 mRNA 前 体 剪 接 过 程 中 各 种 核糖 核 蛋 白 剪接 调节 因子 
的 结合 位 点 ,对 于 有 效 和 准确 的 剪接 非常 重要 。 











2. RNA 剪接 中 的 两 步 转 酯 反应 

RNA 剪接 是 由 两 步 转 酯 反应 完成 的 ,这 两 步 转 酯 反应 使 得 mRNA 前 体 中 原 有 的 某 些 
磷酸 二 栈 键 断 开 , 并 形成 一 些 新 的 磷酸 二 栈 键 。 

第 一 步 转 酯 反应 是 由 位 于 分 支 位 点 的 保守 腺 苷 酸 的 2-OH 引发 的 。 它 作为 亲 核 基 
团 攻 击 5 剪接 位 点 保守 乌 苷 酸 的 磷 酰 基 团 。 结 果 , 外 显 子 3' 端的 核糖 与 内 含 子 5' 端 磷 
酸 之 间 的 磷酸 二 酯 键 被 断 开 ,游离 出 来 的 $ 磷酸 则 与 分 支点 保守 腺 苷 酸 的 2-OH 连接 。 
因此 ,除了 5 一 3' 上 骨架 磷 酸 二 栈 键 ,新 的 磷酸 二 酷 键 从 保守 腺 背 酸 的 2-OH 伸 出 来 ,产生 
一 个 三 叉 交 汇 点 。 

第 二 步 转 酯 反应 中 ,3 外 显 子 作为 亲 核 基 团 ,攻击 3' 前 接 位 点 的 磷 酰 基 团 ,导致 两 个 
结果 :一 是 把 $ 和 3' 外 显 子 连 接 起 来 了 ,二 是 把 内 含 子 作为 离 去 基 团 释放 出 去 。 因 为 内 
含 子 的 $' 端 已 经 在 第 一 次 转 酯 反应 中 与 分 支点 腺 苷 酸 相 连接 ,所 以 新 释放 出 来 的 内 含 子 
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形状 像 一 个 套 索 (lariat form)。 

在 上 述 两 步 转 酯 反应 中 ,没有 增加 新 的 化 学 
键 ,只 是 断 开 了 两 个 磷酸 二 酯 键 ,同时 形成 了 两 
个 新 的 磷酸 二 酯 键 。 

3. RNA 剪接 大 多 发 生 在 剪接 体 上 

上 述 的 转 酯 反应 是 由 一 个 被 称 为 剪接 体 
(spliceosome) 的 大 型 复合 体 介 导 的 : 这 个 复合 
体 包含 约 150 种 蛋白 质 和 5 种 RNA 由 3-27), 大 
小 与 核糖 体 差不多 。 研 究 表明 ,许多 相对 分 子 质 
最 较 小 (106 ~ 185 bp) 的 核 小 RNA (small nuclear 
RNA ,snRNA) 以 及 与 这 些 RNA 相 结 合 的 核 蛋 白 ( 被 称 为 核 小 核糖 核 蛋 白 颗粒 ,small 
nuclear ribonucleo-protein particle ,snRNPs) 参与 RNA 的 剪接 。 前 接 体 中 有 5 种 核 小 RNA 
(U1、U2、U4、U5 和 U6), 每 种 长 100 ~ 300 核 苷 酸 ,与 几 种 蛋白 质 形成 复合 物 。 这 些 RNA- 
蛋白 质 复合 物 被 称 为 核 小 核糖 核 蛋白 (small nuclear ribonuclear protein,snRNP)。 剪接 体 
就 是 由 这 些 snRNP 形成 的 巨型 复合 体 - 但 是 ,每 种 snRNP 执行 的 任务 不 同 , 因 此 ,在 剪接 
反应 的 不 同时 期 ,剪接 体 中 含有 不 同 的 snRNP。 剪 接 体 中 可 能 还 有 一 些 与 剪接 体 松 散 结 
合 的 不 属于 snRNP 的 蛋白 质 。 

snRNP 在 剪接 中 的 功能 如 下 :名 识别 5' 剪接 位 点 和 分 支点 ;加 按 需 要 把 这 两 个 位 点 
集结 到 一 起 ;@ 催 化 或 协助 催化 RNA 的 剪接 和 连接 反应 。 只 有 参与 剪接 反应 的 RNA 与 
RNA 之 间 、 蛋 白质 与 RNA 之 间 以 及 蛋白 质 与 蛋白 之 间 具 备 很 好 的 协同 作用 ,才能 完成 复 
杂 的 剪接 反应 。 

剪接 过 程 的 详细 步骤 由 图 3-28 所 示 。mRNA 链 上 每 个 内 含 子 的 5' 和 3' 端 分 别 与 不 
同 的 snRNP 相 结 合 , 形 成 RNA 和 RNP 复合 物 (图 3-28)。 

一 般 情况 下 ,由 Ul snRNA 以 碱 基 互补 的 方式 识别 mRNA 前 体 5' 蚤 接点 ,由 结合 在 3 
剪接 点 上 游 富 喀 喧 区 的 U2 AF (U2 auxiliary factor) 识别 3' 剪接 点 并 引导 U2 snRNP 与 分 
支点 相 结合 ,形成 剪接 前 体 (pre-spliceosome), 并 进一步 与 U4、.U5、U6-snRNP 三 聚 体 相 结 
合 ,形成 60S 的 剪接 体 , 进 行 RNA 前 体 分 子 的 剪接 - 

哺乳 动物 细胞 中 ,mRNA 前 体 上 的 snRNP 是 从 5' 向 下 游 “ 扫 描 " ,选择 在 分 支点 富 
喀 啶 区 3' 下 游 的 第 一 个 AG 作为 剪接 的 3' 位 点 。AG 前 一 位 核 苷 酸 可 以 影响 剪接 效率 ， 
一 般 说 来 ,CAG=UAG>AAG>GAG。 如 果 mRNA 前 体 上 同时 存在 几 个 AG, 可 能 发 生前 
接 竞 争 。 

4. RNA 的 可 变 剪接 

在 高 等 生物 中 ,内 含 子 通常 是 有 序 或 组 成 型 地 从 mRNA 前 体 中 被 剪接 ,然而 ,在 个 体 
发 育 或 细胞 分 化 时 可 以 有 选择 性 地 越过 某 些 外 显 子 或 某 个 剪接 点 进行 变 位 剪接 ,产生 出 
组 织 或 发 育 阶段 特异 性 mRNA , 称 为 内 含 子 的 可 变 剪 接 或 变 位 前 接 。 如 网 3-29 所 示 ,可 
变 剪 接 可 由 许多 途径 产生 ， 
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图 3-27 剪接 体 是 
-个 巨大 的 复合 物 
剪接 体 大 小 约 为 1.2 x 
10。5 种 snRNP 几乎 
占 了 总 体 的 一 半 。 剩 
让 的 一 些 蛋 白质 包括 
已 知 的 剪接 因子 以 及 
参与 基因 表达 其 他 阶 
段 的 蛋白 质 。 
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疼 3-28 走 核 生物 
mRNA 前 体 中 内 会 
六 的 接 过 程 示 意图 


图 3-29 RNA 前 接 
的 5 种 模式 
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一 个 含有 3 个 外 显 子 的 基因 在 正常 剪接 后 获得 的 mRNA 含有 全 部 3 个 外 显 子 - 如 
果 遗 漏 第 2 个 外 显 子 就 会 得 到 只 含有 第 1 和 第 3 个 外 显 子 的 mRNA。 如 果 第 1 外 显 子 延 
伸 , 则 会 得 到 包括 第 1 内 含 子 部 分 序列 以 及 3 个 外 显 子 的 mRNA。 如 果 保 留 第 1 个 内 含 子 ， 
则 会 得 到 含有 第 1 个 内 含 子 在 内 的 全 部 序列 的 mRNA。 第 2 个 和 第 3 个 外 显 子 用 来 进行 
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可 变 前 接 ,就 会 产生 分 别 包含 第 1.2 外 显 子 和 第 1.3 外 显 子 的 两 种 mRNA。 

图 3-30 是 果 蝇 中 发 现 的 与 性 别 分 化 相关 基因 的 特异 性 剪接 。 峻 果 蝇 sxi 基因 前 体 
mRNA 中 的 第 3 个 外 显 子 直 接 被 切除 ,形成 功能 型 SXL 蛋白 (外 显 子 2 和 4 相连 )。 由 于 
这 个 蛋白 的 存在 ,使 肉 果 蝇 tra 基因 第 二 个 外 显 子 的 切割 位 点 发 生变 化 ,产生 功能 型 TRA 
蛋白 。 最 后 ,在 功能 型 TRA 蛋白 和 一 组 SR 借 白 ( 富 含 丝氨酸 和 精 氨 酸 蛋 白 ) 的 作用 下 ， 
特异 性 剪接 dsx 基因 的 mRNA 前 体 ,产生 雄性 和 雌性 特征 性 DSX 蛋白 ,参与 性 别 分 化 中 
的 一 系列 生理 生化 反应 。 冰 椎 动物 中 大 约 有 5% 的 基因 能 以 这 种 方式 进行 剪接 ,保证 各 
同 源 蛋 白质 之 间 既 具有 大 致 相同 的 结构 或 功能 域 , 义 具有 特定 的 性 质 差 异 , 这 无 疑 大 大 拓 
展 了 基因 所 携带 的 遗传 信息 。 
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图 3-30 此 邵 中 与 
性 别 分 化 相关 基因 
产物 的 特 错 性 剪接 
过 程 

(a) sxj mRNA 前 体 存 
不 同性 别 的 果 电 中 发 后 
选择 性 剪接。(b) SXL 
蛋白 使 U2AF” 与 肉 朵 
日 上 m 基因 第 2 个 外 显 
子 中 的 隐 人 性 切割 位 点 
相 结合 ,发 生 选 择 性 剪 
接 ,产生 功能 型 TRA 
蛋白 。 (c) TRA 蛋白 
进一步 诱导 产生 了 性 
状 特异 的 DSX 蛋白 。 
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5. 工 类 和 开 类 自 剪 接 内 含 子 

与 前 面 所 述 的 mRNA 前 体 中 主要 (GU-AG 类 ) 和 次 要 (AU-AC 类 ) 内 含 子 的 剪接 方 
式 不 同 的 是 II 类 自 剪 接 内 含 子 , 因 为 带 有 这 些 内 含 子 的 RNA 本 身 具 有 催化 活性 ,能 
进行 内 含 子 的 自我 剪接 ,而 无 须 借助 于 形成 剪接 体 。 表 3-11 总 结 了 存在 于 生物 体内 的 
各 种 内 含 子 。 


表 3-11 生物 体内 的 各 种 内 含 子 
内 含 子 类 型 细胞 内 定位 
GU-AG 细胞 核 ,mRNA 前 体 ( 真 核 ) 
AU-AC 细胞 核 , mRNA 前 体 ( 真 核 ) 
工 类 自 剪 接 内 含 子 细胞 核 ,rRNA 前 体 ( 真 核 ), 细 胞 器 RNA ,少数 细菌 RNA 
[类 自 剪接 内 含 子 细胞 器 RNA ,部 分 细菌 RNA 
帮 类 自 剪 接 内 含 子 细胞 器 RNA 
tRNA 前 体 中 的 内 含 子 细胞 核 ,tRNA 前 体 ( 真 核 ) 


(1) 工 类 自前 接 内 含 子 “最初 在 研究 原生 动物 四 腊 虫 RNA 前 体 时 发 现 了 工 类 自 剪接 
内 含 子 , 后 来 在 细菌 中 也 发 现存 在 这 类 内 含 子 。 工 类 自 剪 接 内 含 子 的 前 接 主要 是 转 酯 反 
应 (trans-esterification), 即 剪接 反应 实际 上 是 发 生 了 两 次 磷酸 二 酯 键 的 转移 。 在 工 类 自 剪 
接 内 含 子 切除 体系 中 ,第 一 个 转 酯 反应 由 一 个 游离 的 乌 苷 或 乌 苷 酸 (CGMP、GDP 或 GTP) 
介 导 , 乌 背 或 乌 背 酸 的 3-OH 作为 亲 核 基 团 攻 击 内 含 子 5 端的 磷酸 二 酯 键 , 从 上 游 切 开 
RNA 链 。 在 第 二 个 转 酯 反应 中 ,上 游 外 显 子 的 自由 3'-OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 3' 位 
核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 ,上 、 下 游 两 个 外 显 子 通过 新 的 磷酸 二 酯 键 
相连 ' 匡 330)。 工 类 自 剪 接 内 含 子 释放 出 线性 内 含 子 ,而 不 是 一 个 套 索 状 结构 。 

(2) [类 自前 接 内 含 子 ”这 类 内 含 子 主要 存在 于 真 核 生 物 的 线粒体 和 叶绿体 rRNA 基 
因 中 。 在 下 类 自 剪 接 内 含 子 切 除 体系 中 , 转 酯 反应 无 须 游离 鸟 苷 酸 或 鸟 苷 ,而 是 由 内 含 子 
本 身 的 靠近 3' 端的 腺 苷 酸 2-OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 $' 端的 磷酸 二 酯 键 ,从 上 游 切 
开 RNA 链 后 形成 套 索 状 结构 。 再 由 上 游 外 显 子 的 自由 3'-OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 
3' 位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 ,上 、 下 游 两 个 外 显 子 通过 新 的 磷酸 二 
栈 键 相连 ( 因 3-32}, 

夺 类 自 剪接 内 含 子 与 有 类 相似 ,只 是 边界 序列 的 保守 性 和 次 级 结构 有 所 不 同 。 下 类 
自 剪 接 内 含 子 与 tRNA 前 体 中 的 内 含 子 较为 罕见 。 表 3-12 总 结 了 各 种 剪接 类 型 的 特点 。 


表 3-12 RNA 剪接 的 三 种 类 型 


类 型 丰 度 机 制 催化 机 器 
细胞 核 pre-mRNA 。 常见 ,适用 于 大 多 数 真 核 基因 两 步 转 栈 反 应 ,分 支点 为 A ”主要 剪接 体 
有 类 自 剪 接 内 合子 罕见 ,来 自 某 些 细胞 器 的 真 核 基因 及 与 pre-mRNA 类 似 内 含 子 编码 的 核 酶 
原核 基因 
I 类 自 剪接 内 含 子 ”罕见 , 某 些 真 核 生 物 的 细胞 核 "RNA 、 两 步 转 栈 反应 ,分 支点 为 G ”内 含 子 编码 的 核 酶 
细胞 器 基因 及 少量 原核 基因 
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内 含 子 
初级 转录 产物 _ 
5' 外 显 子 UpA GpU 3" 外 显 子 a 
G_OH 自由 鸟 音 酸 的 3 一 OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 
了 5 端的 碍 酸 二 酯 键 ,从 上 游 切 开 RNA 链 
pGpA 
RNA 剪 接 中 间 产 物 
8 GpU 一 -一 一 3 
SS 
上 游 外 显 子 的 自由 3 一 OH 作为 亲 核 基 团 攻 击 内 含 子 3' 
位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 
5'pGpA 
es 3 
完成 剪接 的 RNA 
es J ce 











初级 转录 产物 % 
a 


内 含 子 本 身 的 某 个 腺 苷 酸 2 二 OH 作为 亲 
核 基 团 攻击 内 含 子 5' 端 的 磷酸 二 酯 键 2,5'- 磷 酸 二 栈 键 











GpA 
RNA 剪接 产物 与 3' 端 相连 
有 U-OH U 3 
i 
套 索 状 结构 中 的 腺 苷 酸 
带 有 3 个 磷 屋 二 栈 键 
上 游 外 显 子 的 3'-OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 
子 3’ 位 核 背 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 , 使 套 索 状 结 
构 完 全 解 离 
完成 剪接 的 RNA 
5 一 一 hn 一 一 H3' 





3.7 真 核 生 物 RNA 的 转录 后 加 工 





图 3-31 


1 类 自 盘 


接 内 含 子 的 自我 前 


接 过 程 
图 3-32 呈 类 自前 
接 内 含 子 的 自我 前 
接 过 程 
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图 3-33 ”哺乳 动物 
载 脂 蛋白 基因 转录 
产物 的 编辑 
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3.8 ”RNA 的 编辑 .再 编码 和 化 学 修饰 


3.8.1 RNA 的 编辑 


根据 中 心 法 则 ,DNA .RNA 和 蛋白质 之 间 存在 着 直接 的 线性 关系 , 即 连续 的 序列 DNA 

被 真实 地 转录 成 mRNA 序列 ,然后 翻译 产生 蛋白 质 分 子 。 断 裂 基 因 的 发 现 和 RNA 的 前 
接 虽 然 使 得 基因 表达 过 程 增加 了 一 个 步 又 ,但 DNA 的 实际 编码 序列 没有 发 生变 化 。 

RNA 的 编辑 (RNA editing) 是 某 些 

载 脂 蛋白 也 基因 有 29 个 外 显 子 | RNA ,特别 是 mRNA 前 体 的 一 种 加 工 方 

式 , 如 插入 、 删 除 或 取代 一 些 核 背 酸 残 

基 , 导致 DNA 所 编码 的 遗传 信息 的 改 

变 , 因 为 经 过 编辑 的 mRNA 序列 发 生 了 

不 同 于 模板 DNA 的 变化 。 介 导 RNA 

CA 条 ?153 位 于 码 子 编码 谷 气相 编辑 的 机 制 有 两 种 :位 点 特异 性 脱 氨 基 





| | ”作用 和 引导 RNA 指导 的 尿 喀 啶 插 和 人 或 
CAA 编辑 UAA 删除 。 

哺乳 动物 载 脂 蛋 白 mRNA 的 编辑 
| 是 广泛 研究 的 典型 例子 ,图 3-33 是 该 基 


因 的 DNA 序列 以 及 在 哺乳 动物 肝 和 上 肠 
肝 中 前 接 的 mRNA 编码” 肠 mRNA 有 密码 于 在 第 “| 组 织 中 分 离 到 的 mRNA 序列 。 载 脂 蛋 
含 4 563 个 氨基 酸 残 基 的 ”2153 位 密码 子 终止 合成 
蛋白 质 白 基 因 编 码 区 共有 4 563 个 密码 子 ,在 
0 ”所 有 组 织 中 其 DNA 序列 都 相同 。 在 肝 
中 ,该 基因 转录 产生 完整 的 mRNA 并 被 翻译 成 有 4 563 个 氨基 酸 残 基 的 全 长 蛋白 质 ,相对 
分 子 质量 为 5.1 x 10"。 在 肠 中 合成 的 却 是 只 包含 有 2 153 个 密码 子 的 mRNA ,翻译 产生 相 
对 分 子 质 量 为 2.5 x 10’ 的 蛋白 质 。 研 究 发 现 ,该 蛋白 其 实 是 全 长 载 脂 蛋白 的 N 端 , 它 是 
由 一 个 在 序列 上 除了 2 153 位 密码 子 从 CAA 突变 为 UAA 之 外 完全 与 肝 mRNA 相同 的 核 
酸 分 子 所 编码 的 ,C 一 TU 突变 使 编码 谷 氨 酰胺 的 密码 子 变 成 了 终止 密码 子 。 

RNA 的 编辑 虽然 不 是 很 普遍 ,在 真 核 生物 中 也 时 有 发 生 ' 专 让。 大 鼠 脑 中 谷 氨 酸 受 体 
蛋白 mRNA 经 编辑 后 ,分 子 中 有 多 个 编码 谷 氨 酸 的 密码 子 变 成 了 在 控制 通过 神经 递 质 的 离 
子 流 过 程 中 有 重要 影响 的 精 氨 酸 ,表明 RNA 的 编辑 可 能 是 充分 发 挥 生理 功能 所 必需 的 。 

载 脂 蛋白 mRNA 中 的 C 一 U, 谷 氨 酸 受 体 蛋 白 mRNA 中 的 A 一 1, 都 属于 脱 氨基 作 
用 的 结果 ,分 别 由 胞 喀 啶 和 腺 喇叭 脱毛 酶 所 催化 ,通常 情况 下 ,该 酶 促 反 应 的 特异 性 不 强 ， 
腺 嗓 叭 脱 氨 酶 可 以 作用 于 双 链 RNA 区 的 任何 腺 苷 酸 残 基 。 但 是 ,RNA 的 编辑 发 生 在 带 
有 具 催 化 作用 的 脱 氨 酶 亚 基 的 复合 体 中 ,有 附加 的 RNA 结合 区 能 帮助 识别 所 编辑 的 特异 
性 靶 位 点 。 
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表 3-13 哺乳 动物 中 RNA 编辑 的 实例 





组 织 靶 标 RNA 所 改变 的 碱 基 
肝 , 肠 载 脂 蛋 白 B C 一 U 
肌肉 半 乳 糖苷 酶 U 一 人 A 
尝 丸 , 肿 净 等 Wilms 肿瘤 基因 一 1 U 一 C 
肿 将 神经 纤维 痴 基 因 -1 C+U 
脑 谷 扎 酸 受 体重 白 太一" 


结果 
谷 氨 栈 胶 密 码 子 一 终止 子 
茶 丙 氨 酸 密码 子 一 酷 氨 酸 
亮 氨 酸 密码 子 一 睛 氨 酸 
精 氨 酸 密码 子 一 终止 子 
多 个 谷 氨 酸 密码 子 一 精 氨 酸 


除 单 碱 基 突 变 之 外 ,RNA 编辑 的 另 一 种 形式 是 尿 苷 酸 的 缺失 和 添加 。 研 究 发 现 , 利 
什 曼 原 虫 属 细胞 色素 b mRNA 中 含有 许多 独立 于 核 基因 的 尿 喀 啶 残 基 , 而 特异 性 插 人 这 
些 残 基 的 信息 来 自 指 导 RNA (guide RNA), 因 为 它 含 有 与 编辑 后 细胞 色素 b mRNA 相互 补 
的 核 苷 酸 序列 。 指 导 RNA 与 被 编辑 区 及 其 周围 部 分 核酸 序列 虽然 有 相当 程度 的 互补 性 ， 
但 该 RNA 上 存在 一 些 未 能 配对 的 腺 味 叭 ,形成 缺口 ,为 插入 尿 喀 啶 提供 了 模板 所 ?341。 
反应 完成 后 ,指导 RNA 从 mRNA 上 解 离 下 来 ,而 mRNA 则 被 用 做 翻译 的 模板 。 





pre-RNA AAAGOGGAGAGAAAAGAAA AG GC 
| 与 指导 RNA 配对 


pre-RNA AAAGCOGGAGAGAAAAGAAA AG GC 


nom pen dA 


尿 嗜 啶 插入 


























mRNA UUUAUGUUGUCUUUUAAC UUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 
oe ee i li 
| 释 出 mRNA 
mRNA UUUAUGUUGUCUUUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 
RNA 编辑 具有 重要 的 生物 学 意义 : 


(1) 校正 作用 有些 基因 在 突变 过 程 中 丢失 的 遗传 信息 可 能 通过 RNA 的 编辑 得 以 


恢复 。 


(2) 调控 翻译 ”通过 编辑 可 以 构建 或 去 除 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 ,是 基因 表达 调控 


的 一 种 方式 。 


(3) 扩充 遗传 信息 能 使 基因 产物 获得 新 的 结构 和 功能 ,有 利于 生物 的 进化 。 


3.8 RNA 的 编辑 .再 编码 和 化 学 修饰 


图 3-34 指导 RNA 
和 RNA 的 编辑 机 制 
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3.8.2 RNA 的 再 编码 


有 研究 发 现 ,mRNA 在 某 些 情况 下 不 是 以 固定 的 方式 被 翻译 ,而 可 以 改变 原来 的 编码 
信息 ,以 不 同 的 方式 进行 翻译 ,科学 上 把 RNA 编码 和 读 码 方式 的 改变 称 为 RNA 的 再 编码 
(RNA recoding)。 

某 些 有 机 体 中 进行 蛋白 质 翻 译 时 ,mRNA 的 读 码 信号 在 tRNA .rRNA 和 其 他 蛋白 因子 
作用 下 发 生 +1/-1 移 位 ,甚至 发 生 核糖 体 跳 过 50 个 核 苷 酸 的 情况 ,前 两 者 称 为 核糖 体 程 
序 性 +1/-1 移 位 ,后 者 称 为 核糖 体 跳跃 。 最 近 人 们 还 发 现 自然 中 存在 第 21 种 氨基 酸 硒 代 
半 胱 氨 酸 (selenocysteine) 和 第 22 种 氨基 酸 吡 咯 赖 氨 酸 (pyrrolysine), 两 者 都 是 通过 终止 子 
通读 而 编码 的 。 上 述 的 +1/-1 移 码 ,核糖 体 跳跃 以 及 终止 子 通 读 都 是 再 编码 的 表现 方式 ， 
因为 它们 不 同 于 常规 基因 的 解码 规则 。RNA 的 再 编码 可 以 从 一 个 mRNA 产生 两 种 或 多 
种 相互 关联 但 又 不 同 的 蛋白 质 ,这 也 可 能 是 蛋白 质 合 成 的 一 种 调节 机 制 。 


3.8.3 RNA 的 化 学 修饰 


除了 RNA 的 编辑 之 外 ,有 些 RNA, 特 别 是 前 体 rRNA 和 tRNA ,还 可 能 有 特异 性 化 学 
修饰 。 图 3-35 是 最 常见 的 6 大 类 化 学 修饰 途径 及 其 产物 。 研 究 证 实 , 仅 人 细胞 内 rRNA 
分 子 上 就 存在 106 种 甲 基 化 和 95 种 假 尿 喀 啶 产物 ,虽然 尚未 发 现 特征 性 保守 序列 ,但 有 
实验 证 据 表明 ,RNA 的 化 学 修饰 可 能 具有 位 点 特异 性 。 有 实验 表明 ,相对 分 子 质量 只 有 
70 ~ 100 个 核 芽 酸 的 核 仁 小 RNA (snoRNA) 参 与 RNA 的 化 学 修饰 ,因为 这 些 RNA 能 通过 
碱 基 配 对 的 方式 ,把 rRNA 分 子 上 需要 修饰 的 位 点 找 出 来 。 现 在 一 般 认 为 ,snoRNA 上 的 
D 念 是 甲 基 化 酶 的 识别 位 点 (本 336)。 


3.8.4 核 酶 


核 酶 (ribozyme) 是 指 一 类 具有 催化 功能 的 RNA 分 子 , 通 过 催化 靶 位 点 RNA 链 中 磷 
酸 二 酯 键 的 断裂 ,特异 性 地 剪 切 底 物 RNA 分 子 , 从 而 阻 断 基因 的 表达 。 “ribozyme" 是 核 
糖 核酸 和 酶 两 个 词 的 缩合 词 。 

1982 年 ,Cech 从 四 膜 虫 rRNA 前 体 的 加 工 研究 中 首先 发 现 rRNA 前 体 具有 自我 剪接 
作用 ,提出 ribozyme 的 概念 ,打破 了 醇 都 是 蛋白 质 这 种 传统 的 观念 。1983 年 ,Altman 等 人 
发 现 RNaseP 中 的 RNA 组 分 可 以 催化 tRNA 前 体 的 加 工 , 之 后 的 研究 还 发 现 T4 RNA .一 
些 植物 的 类 病毒 (viroid)、 拟 病毒 (virusoid) 等 都 能 进行 自我 剪接 。 

核 酶 的 催化 功能 与 其 空间 结构 有 密切 关系 ,目前 已 知 有 多 种 特殊 结构 的 核 酶 ,如 
RNaseP 的 RNA 亚 基 (MI1 RNA). 锤 涉 型 核 酶 ,发 来 型 丁 型 肝炎 5 病毒 RNA、I 类 自 剪接 
内 含 子 和 本 类 自 剪接 内 含 子 等 。 具 有 自我 剪 切 能 力 的 RNA 大 多 数 都 能 形成 锤 头 结构 
(hammerhead structure)。 该 二 级 结构 由 3 个 蕉 (TI . 亚 ) 构 成 , 蔡 区 是 由 互补 碱 基 构 成 的 
局 部 双 链 结构 ,包围 着 一 个 由 11 ~ 13 个 保 字 核 苷 酸 构成 的 催化 中 心 ' 四 3-3?)。 核 酶 剪 切 通 
常 发 生 在 H(H 是 除 G 以 外 任意 的 核 苷 酸 ) 位 点 。 同 一 核 酶 分 子 由 具有 催化 中 心 的 核 酶 
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和 含有 前 切 位 点 的 底 物 部 分 共同 组 成 锤 头 结构 , 底 物 部 分 是 切割 部 位 两 端的 核 苷 酸 , 它 与 
核 酶 的 茎 工 和 茎 亚 结合 ,在 切割 之 后 该 底 物 被 释放 ,由 一 个 新 的 没有 被 切割 的 底 物 取代 ， 


使 切割 反应 得 以 重复 进行 。 








用 硫 取 代 碱 基 分 子 上 的 氧 
举例 : 4- 硫 尿 哮 了 啶 


把 一 个 二 价 键 饱和 
举例 : 二 氢 尿 哮 喧 


在 核 苷 酸 的 碱 基 或 核糖 基 上 加 一 个 或 多 个 -CH 
举例 : 鸟 嘎 叭 甲 基 化 产物 m?G 


从 碱 基 上 去 掉 氨 基 


举例 : 鸟 味 叭 去 氨基 后 成 为 次 黄 味 叭 


碱 基 环 结构 上 发 生 分 子 替代 
举例 : 尿 团 喧 变 构 生成 假 尿 喀 喧 
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经 修饰 的 核 苷 酸 
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3.8 RNA 的 编辑 ,再 编码 和 化 学 修饰 


图 3-35 rRNA 和 
1RNA 分 子 中 核 存 投 
的 化 学 修饰 


图 3-36 酵母 024 
snoRNA 指导 的 申 
基 化 
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图 3-37 核 酶 的 锤 
浆 结 构 

该 能 包括 三 个 茶 环 区 ， 
其 则 有 一 个 11~13 个 
保守 核 共和 酸 构 成 的 催 
化 中 心 。N 代表 该 位 
曾 上 可 以 为 任意 碱 基 ， 
箭头 代表 切割 部 位 ,H 
代表 除了 G 以 外 的 核 
在 酸 。 在 类 病毒 中 , 葵 
看 的 顶部 并 没有 被 环 
连接 起 来 。 
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不 同 的 核 酶 具有 不 同 的 催化 功能 ,可 以 
分 为 剪 切 型 核 酶 和 剪接 型 核 酶 两 大 类 。 

1. 剪 切 型 核 酶 

剪 切 型 核 酶 是 只 剪 不 接 ,能 够 催化 自身 
RNA 或 不 同 的 RNA 分 子 , 切 下 特异 的 核 形 
酸 序列 。M1 RNA 是 最 典型 的 例子 ,在 高 浓 
度 Mg 存在 时 , 它 可 特异 性 地 剪 切 tRNA 前 
体 5' 端 片段 。 此 外 ,四 膜 虫 rRNA 前 体 的 前 











| 





接 产物 L19 也 是 一 种 剪 切 型 核 酶 。 

2. 剪接 型 核 酶 

该 类 核 酶 具有 序列 特异 的 内 切 核酸 酶 、RNA 连接 酶 等 多 种 酶 的 活性 , 它 既 能 切割 
RNA 分 子 , 也 能 通过 转 酯 反应 形成 新 的 磷酸 二 酯 键 ,连接 切割 后 的 RNA 分 子 。 前 面 介绍 
的 1 类 和 类 自 剪 接 内 含 子 就 属于 剪接 型 核 酶 。 

锤 头 型 核 酶 和 发 夹 型 核 酶 都 能 够 催化 产物 的 连接 ,但 发 来 型 核 酶 催化 连接 反应 的 活 
性 比 催化 切割 反应 的 活性 高 约 10 倍 ,而 锤 头 型 核 酶 催化 切割 反应 的 活性 比 催化 连接 反应 
的 活性 高 100 倍 。 核 酶 的 发 现 为 基因 治疗 提供 了 新 的 策略 ,因为 根据 其 自我 剪接 的 特点 ， 
可 以 人 工 合成 多 种 核 酶 以 抑制 破坏 病毒 或 癌 基 因 等 有 害 基因 的 功能 。 

核 酶 的 发 现 使 我 们 对 RNA 的 重要 功能 又 有 了 新 的 认识 。 因 此 , 核 酶 是 继 反 转录 现象 
之 后 对 中 心 法 则 的 又 一 个 重要 修正 ,说 明 RNA 既是 遗传 物质 又 是 酶 。 核 酶 的 发 现 为 生命 
起 源 的 研究 提供 了 新 思路 ,也 许 曾经 存在 以 RNA 为 基础 的 原始 生命 。 照 这 么 说 ,蛋白 质 
世界 也 可 能 (仅仅 是 可 能 ) 起 源 于 RNA 世界 ! 


3.8.5 ”RNA 在 生物 进化 中 的 地 位 


我 们 曾 在 本 章 开篇 时 说 过 ,基因 是 唯一 能 自主 复制 .世代 相传 并 永久 存在 的 遗传 学 单 
位 。 中 心 法 则 也 阐明 了 DNA 作为 遗传 信息 的 贮存 者 ,是 生命 遗传 和 生物 进化 的 “中 心 ”。 
那么 ,RNA (或 许 还 包括 蛋白 质 ! ) 有 没有 可 能 在 生物 遗传 变异 的 历史 演变 中 起 作用 呢 ? 

研究 发 现 ,RNA 不 仅 具有 极 大 的 拷贝 数 ,其 变异 率 高 达 10”~ 10” 核 苷 酸 /RNA 分 子 ， 
翻译 错误 率 累 加 可 达 10… ~ 10” 氨基酸/ 蛋白 质 分子 , 能 够 产生 各 种 不 同 蛋 白质 而 迅速 积 
累 信 息 。 这 就 是 说 ,RNA 在 基因 表达 过 程 中 有 一 定 的 离散 ,正如 乌 枪 射击 会 有 一 些 铅 弹 
偏离 靶 心 一 样 。RNA 比 相应 DNA 序列 含有 更 多 的 遗传 信息 ,可 通过 剪接 改变 和 校正 可 
读 框 等 方式 表达 出 多 种 蛋白 质 异 构 体 ( 同 工 酶 ? ), 还 可 能 通过 反 转 录 产 生 与 RNA 信息 相 
一 致 的 DNA 分 子 ,直接 影响 后 代 的 基因 型 ,这 种 作用 也 可 称 之 谓 “ 反 馈 效应 ”。 

此 外 ,RNA 还 是 获得 性 遗传 的 分 子 基础 。 所 谓 获得 性 遗传 是 指 有 机 体 在 生长 发 育 过 
程 中 由 于 环境 的 影响 而 不 是 基因 突变 所 形成 的 新 的 遗传 性 状 。 在 3 类 主要 生物 大 分 子 中 ， 
DNA 是 信息 分 子 , 蛋 白质 是 功能 分 子 ,RNA 则 既是 信息 分 子 ,又 是 功能 分 子 , 它 在 表达 过 
程 中 起 着 信息 提取 和 加 工 的 作用 。 环 境 可 以 影响 和 诱导 RNA 的 产生 和 信息 加 工 , 从 而 使 
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机 体 表现 出 新 的 性 状 , 这 种 性 状 如 果 传 递 给 子 代 细胞 和 个 体 ,就 产生 获得 性 遗传 -实际 上 ， 
不 仅 核酸 分 子 是 遗传 信息 的 载体 , 某 些 亚 细 胞 结构 ,细胞 器 和 生物 膜 也 能 传递 部 分 遗传 信 


息 ,它们 在 环境 影响 下 发 生 的 结构 改变 有 时 也 能 传递 给 后 代 。 


思考 题 


. 什么 是 编码 链 ? 什么 是 模板 链 ? 

. 简 述 RNA 的 种 类 及 其 生物 学 作用 。 

. RNA 的 结构 有 哪些 特点 ? 

. 简 述 RNA 转录 的 概念 及 其 基本 过 程 。 

. 请 比较 复制 与 转录 的 异同 点 。 

大 肠 杆菌 的 RNA 聚合 酶 由 哪些 组 成 成 分 ”各 个 亚 基 的 作用 如 何 ? 

. 什么 是 闭合 复合 物 . 开 链 复 合 物 以 及 三 元 复合 物 ? 

. 简 述 o 因子 的 作用 。 

. 什么 是 Pribnow box ? 它 的 保守 序列 是 什么 ? 

. 什么 是 上 升 突变 ? 什么 是 下 降 突变 ? 

. 简 述 原核 生物 和 真 核 生 物 mRNA 的 区 别 。 

12. 真 核 与 原核 生物 基因 转录 有 哪些 差异 ? 

13. 大 肠 杆菌 的 终止 子 有 哪 两 大 类 ? 请 分 别 介绍 一 下 它们 的 结构 特点 。 

14. 真 核 生物 的 初级 转录 产物 必须 经 过 哪些 加 工 才 能 成 为 成 熟 mRNA, 以 用 做 蛋白 质 合成 的 的 模板 。 
15. 简 述 1 上] 类 自 剪 接 内 含 子 的 通 接 特点 。 

16. 什么 是 套 索 状 结构 ? 哪些 类 型 RNA 的 剪接 中 会 形成 该 结构 ? 

17. 什么 是 RNA 编辑 ? 其 生物 学 意义 是 什么 ? 

18. 核 酶 具有 哪些 结构 特点 ? 根据 其 催化 功能 的 不 同 可 分 为 那 两 大 类 ? 其 生物 学 意义 是 什么 ? 
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思考 题 


113 


SN 
SN 


SN NS 


并 


SN 


N 


NCCC 
CC NN 、 NN 
SN SN 二 SN 
ER 人 
EN 
NN 


NS 


NN 





116 


蛋白 质 是 基因 表达 的 最 终 产 物 , 它 的 生物 合成 是 一 个 比 DNA 复制 和 转录 更 为 复杂 的 
过 程 ,主要 包括 : 

(1) 翻译 的 起 始 ”核糖 体 与 mRNA 结合 并 与 氨基 酰 -tRNA 生成 起 始 复合 物 。 

(2) 肘 链 的 延伸 ”由 于 核糖 体 沿 mRNA 5' 端 向 3' 端 移动 ,开始 了 从 N 端 向 C 端的 多 
肽 合成 ,这 是 蛋白 质 合 成 过 程 中 速度 最 快 的 阶段 。 

(3) 肽 链 的 终止 及 释放 ”核糖 体 从 mRNA 上 解 离 ,准备 新 一 轮 合 成 反应 。 

核糖 体 是 蛋白 质 合 成 的 场所 ,mRNA 是 蛋白 质 合 成 的 模板 ,转运 RNA (transfer 
RNA ,tRNA) 是 模板 与 氨基 酸 之 间 的 接合 体 。 此 外 ,在 合成 的 各 个 阶段 还 有 许多 蛋白 质 、 
酶 和 其 他 生物 大 分 子 参与 。 例 如 ,在 真 核 生物 细胞 中 有 70 种 以 上 的 核糖 体 蛋 白质 ,20 
种 以 上 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 (AA-tRNA synthetase),10 多 种 起 始 因子 ,延伸 因子 及 终止 
因子 ,50 种 左右 tRNA 及 各 种 rRNA 、mRNA 和 100 种 以 上 翻译 后 加 工 酶 参与 蛋白 质 合 
成 和 加 工 过 程 。 蛋 白质 合成 是 一 个 需 能 反应 ,要 有 各 种 高 能 化 合 物 的 参与 。 据 统计 ,在 
真 核 生 物 中 有 将 近 300 种 生物 大 分 子 与 蛋白 质 的 生物 合成 有 关 , 细 胞 所 用 来 进行 合成 
代谢 总 能 量 的 90% 消耗 在 蛋白 质 合 成 过 程 中 ,而 参与 蛋白 质 合 成 的 各 种 组 分 约 占 细胞 
干 重 的 35%。 

在 真 核 生 物 细胞 核 内 合成 的 mRNA ,只 有 被 运送 到 细胞 质 基 质 才 能 被 翻译 生成 
蛋白 质 。 所 谓 翻 译 是 指 将 mRNA 链 上 的 核 苷 酸 从 一 个 特定 的 起 始 位 点 开始 , 按 每 3 
个 核 苷 酸 代 表 一 个 氨基 酸 的 原则 ,依次 合成 一 条 多 肽 链 的 过 程 。 尽 管 蛋白 质 合 成 过 
程 十 分 复杂 ,但 合成 速度 却 高 得 惊人 ,如 大 肠 杆菌 只 需要 5 s 就 能 合成 一 条 由 100 个 
氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 ,而且 每 个 细胞 中 成 百 上 千 个 蛋白 质 的 合成 都 是 有 条 不 紊 地 
协同 进行 的 。 


4.1 遗传 密码 一 一 三 联 子 


贮存 在 DNA 上 的 遗传 信息 通过 mRNA 传递 到 蛋白 质 上 ,mRNA 与 蛋白 质 之 问 的 联 
系 是 通过 遗传 密码 的 破译 来 实现 的 。mRNA 上 每 3 个 核 苷 酸 翻译 成 蛋白 质 多 肽 链 上 的 一 
个 氨基 酸 ,这 3 个 核 苷 酸 就 称 为 密码 ,也 叫 三 联 子 密码 即 密码 子 (codon)。 翻 译 时 从 起 始 
密码 子 AUG (initiation codon) 开始 , 沿 着 mRNA 5' 一 3' 的 方向 连续 阅读 密码 子 , 直 至 终止 
密码 子 (termination codon) 为 止 ,生成 一 条 有 具有 特定 序列 的 多 肽 链 一 一 和 蛋白质 针 41。 新 
生 的 多 肘 链 中 和 氨基酸 的 组 成 和 排列 顺序 取决 于 其 DNA( 基 因 ) 的 碱 基 组 成 及 其 顺序 。 因此， 
作为 基因 产物 的 蛋白 质 最 终 是 受 基 因 控 制 的 。 
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遗传 密码 是 20 世纪 60 年 代 通过 设计 出 色 的 生物 化 学 和 遗传 学 实验 阐明 的 , 它 是 
科学 上 的 杰出 成 就 之 一 , 它 不 仅 为 研究 蛋白 质 的 生物 合成 提供 了 理论 依据 ,也 证 实 了 
中 心 法 则 的 正确 性 。70 年 代 以 来 ,分 子 生物 学 技术 如 DNA、RNA 序列 测定 及 氨基 酸 序 
列 测定 技术 的 进步 ,使 遗传 密码 的 存在 得 到 验证 。 下 面 我 们 介绍 遗传 密码 的 来 源 及 其 
特性 。 


4.1.1 三 联 子 密码 及 其 破译 


蛋白 质 中 的 氨基 酸 序列 是 由 mRNA 中 的 核 苷 酸 序列 决定 的 ,所 以 ,要 知道 它们 之 间 
的 关系 就 要 弄 清 核 苷 酸 和 氨基 酸 数目 的 对 应 关系 。mRNA 中 只 有 4 种 核 苷 酸 , 而 蛋白 质 
中 有 20 种 氨基 酸 ,以 一 种 核 苷 酸 代表 一 种 氨基 酸 是 不 可 能 的 。 若 以 两 种 核 背 酸 作为 一 
个 氨基 酸 的 密码 (二 联 子 ), 它 们 能 代表 的 氨基 酸 有 4=16 种 ,还 是 不 足 20 种 。 而 假定 以 
3 个 核 苷 酸 代表 一 个 氨基 酸 , 则 可 以 有 4:=64 种 密码 ,完全 可 以 满足 编码 20 种 氨基 酸 的 
需要 。 

经 过 反复 研究 ,Crick 等 人 首先 从 遗传 学 的 角度 证 实 三 联 子 密码 的 构想 是 正确 的 。 他 
们 发 现 T4 哈 菌 体 r 下位 点 上 两 个 基因 的 正确 表达 与 它 能 和 否 侵 染 大 肠 杆菌 有 关 , 用 咱 啶 类 
试剂 (诱导 核 苷 酸 插 人 或 从 DNA 链 上 丢失 ) 处 理 使 T4 喉 菌 体 DNA 发 生 移 码 突变 (frameshift 
mutation), 从 而 指导 生成 一 个 完全 不 同 的 .没有 功能 的 蛋白 质 ,使 叭 菌 体 老 失 感染 能 力 。 
若 在 模板 mRNA 中 插 人 或 删除 一 个 碱 基 , 会 改变 该 密码 子 以 后 的 全 部 氨基 酸 序列 。 若 同 
时 对 模板 进行 插入 和 删除 试验 ,保证 后 续 密 码 子 序列 不 变 , 翻 译 得 到 的 蛋白 质 序列 就 保持 
不 变 ( 除 了 发 生 突变 的 那个 密码 子 所 代表 的 氨基 酸 之 外 )。 如 果 同 时 删 去 3 个 核 苷 酸 , 翻 
译 产 生 少 了 一 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ,但 序列 不 发 生变 化 ! 包 4-2)。 另 外 ,对 烟草 坏死 卫星 病毒 
的 研究 发 现 ,其 外 壳 蛋 白 亚 基 由 400 个 氨基 酸 组 成 ,而 相应 的 RNA 片段 长 约 1 200 个 核 
苷 酸 ,与 假设 的 密码 三 联 子 体系 正好 相 吻 合 - 


4.1 遗传 密码 -一 三 联 子 


图 4-1 Crick 
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图 4-2 用 核 苷 酸 

的 插入 或 删除 实验 

证 明 mRNA 模板 上 

每 3 个 核 背 酸 组 成 
-个 密码 子 
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遗传 密码 的 破译 , 即 确定 代表 每 种 氨基 酸 的 具体 密码 ,在 20 世纪 60 年 代 初 期 是 一 项 
困难 的 任务 。 尽 管 如 此 ,由 于 体外 蛋白 质 合成 体系 的 建立 和 核酸 人 工 合成 技术 的 发 展 , 科 
学 家 实际 上 只 花 了 几 年 时 间 就 解 开 了 这 个 谜 。 

1. 以 均 聚 物 ,随机 共聚 物 和 特定 序列 的 共聚 物 为 模板 指导 多 肽 的 合成 

制备 大 肠 杆菌 的 无 细胞 合成 体系 ,在 含 DNA .mRNA .tRNA ,核糖 体 .AA-tRNA 合成 酶 
及 其 他 酶 类 的 抽 提 物 中 加 入 DNase ,降解 体系 中 的 DNA, 耗 尽 mRNA 时 ,体系 中 的 蛋白 质 
合成 即 停止 , 当 补 充 外 源 mRNA 或 人 工 合成 的 各 种 均 聚 物 或 共聚 物 作为 模板 以 及 ATP、 
GTP 氨基 酸 等 成 分 时 又 能 合成 新 的 肽 链 ,新 生 肽 链 的 氨基 酸 顺 序 由 外 加 的 模板 所 决定 。 
因此 ,分 析 比 较 加 入 的 模板 和 合成 的 肽 链 即 可 推 知 编码 某 些 氨基 酸 的 密码 。 

1961 年 ,Nirenberg 把 多 (U) 作为 模板 加 入 到 上 述 无 细胞 合成 体系 时 意外 地 发 现 ,新 
合成 的 多 肽 链 是 多 苯 丙 氨 酸 ,从 而 认定 UUU 代表 苯 丙 氨 酸 (Phe)。 以 多 (C) 及 多 (A) 做 模 
板 得 到 的 分 别 是 多 且 氨 酸 和 多 赖 氨 酸 ,这 样 很 快 就 解决 了 3 个 氨基 酸 的 密码 子 (当然 ,一 
个 氨基 酸 可 能 有 几 个 密码 子 )。 幸 运 的 是 ,由 于 上 述 无 细胞 体系 中 Mg”* 浓度 很 高 ,人 工 合 
成 的 多 核 苷 酸 不 需要 起 始 密码 子 就 能 指导 多 肽 的 生物 合成 , 读 码 起 始 是 随机 的 。 在 生理 
Mg” 条 件 下 ,没有 起 始 密码 子 的 多 核 苷 酸 不 能 被 用 做 多 肽 合成 的 模板 。 

Nirenberg 及 Ochoa 等 又 用 各 种 随机 共聚 物 或 特定 序列 共聚 物 做 模板 合成 多 肽 ,例如 ， 
以 只 含 A、C 的 共聚 核 苷 酸 做 模板 ,任意 排列 时 可 出 现 8 种 三 联 子 , 即 CCC、CCA 、CAC、 
ACC .CAA、ACA、AAC AAA ,获得 由 Asn ,His .Pro .Gln Thr 、Lys 等 6 种 氨基 酸 组 成 的 多 肽 。 

他 们 发 现 ,以 多 二 核 苷 酸 做 模板 可 合成 由 2 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 ,如 以 多 (UG) 为 模 
板 合成 的 是 多 Cys 和 Val, 因 为 多 (UG) 中 含 Cys 和 Val 的 密码 : 


无 论 读 码 从 U 开始 还 是 从 G 开始 ,都 只 能 有 UGU (Cys) 及 GUG (Val) 两 种 密码 子 。 


以 多 三 核 苷 酸 作为 模板 可 得 到 有 3 种 氨基 酸 组 成 的 多 肽 。 如 以 多 (UUC) 为 模板 ,可 
能 有 3 种 起 读 方 式 : 
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5……:UUCUUCUUC UUC UUC……3/ 

或 %……UCU UCU UCU UCU UCU……:3/ 

或 $……CUU CUU CUU CUU CUU……3: 

根据 读 码 起 点 不 同 ,产生 的 密码 子 可 能 是 UUC (Phe)、UCU (Ser) 或 CUU(Leu), 所 以 得 
到 的 多 肽 可 能 是 多 苯 丙 氨 酸 .多 丝氨酸 或 多 亮 氨 酸 ,由 此 可 知 UUC、UCU、CUU 分 别 是 莱 
丙 氨 酸 .丝氨酸 及 亮 氨 酸 的 密码 子 。 当 然 ,以 多 三 核 苷 酸 为 模板 时 也 可 能 只 合成 2 种 均 聚 
多 肽 ,以 多 (GUA) 为 例 : 


或 5…:UAG UAG UAG UAG UAG*………3' 

或 5……AGU AGU AGU AGU AGU……:3/ 

由 第 二 种 读 码 方式 产生 的 密码 子 UAG 是 终止 密码 子 , 不 编码 任何 氨基 酸 ,因此 ,只 
产生 2 种 密码 子 GUA (Val) 或 AGU (Ser), 所 以 合成 的 多 肽 要 么 是 多 统 氨 酸 ,要 么 是 多 丝 
氮 酸 。 

2. 核糖 体 结合 技术 

Nirenberg 和 Leder 还 用 核糖 体 结合 技术 来 解决 密码 问题 。 这 个 方法 是 以 人 工 合成 的 
三 核 背 酸 如 UUU、UCU ,UGU 等 为 模板 ,在 含 核糖 体 、AA-tRNA 的 适当 离子 强度 的 反应 液 
中 保温 ,然后 使 反应 液 通过 硝酸 纤维 素 滤 膜 。 他 们 发 现 , 游 离 的 AA-tRNA 因 相 对 分 子 质 
量 小 能 自由 通过 滤 膜 ,加 入 三 核 苷 酸 模板 可 以 促使 其 对 应 的 AA-tRNA 结合 到 核糖 体 上 ， 
体积 超过 膜 上 的 微 孔 而 被 滞留 ,这 样 就 能 把 已 结合 到 核糖 体 上 的 AA-tRNA 与 未 结合 的 
AA-tRNA 分 开 。 若 用 20 种 AA-tRNA 做 20 组 同样 的 实验 ,每 组 都 含 20 种 AA-tRNA 和 
各 种 三 核 苷 酸 ,但 只 有 一 种 氨基 酸 用 “C 标记 ,看 哪 一 种 AA-LRNA 被 留 在 滤 膜 上 ,进一步 
分 析 这 一 组 的 模板 是 哪个 三 核 苷 酸 ,从 模板 三 核 苷 酸 与 氨基 酸 的 关系 可 测 知 该 氨基 酸 的 
密码 子 ,例如 ,模板 是 UUU 时 ,Phe-tRNA 结合 于 核糖 体 上 ,可 知 UUU 是 Phe 的 密码 子 **+1。 


胡 4-| 伎 茸 酸 密 伺 子 能 使 特定 的 氨基 栈 -IRNA 结合 到 核糖 体 | 
与 核糖 体 相 结合 的 “C 标记 的 氨基 栈 -tRNA 
密码 子 ee 
Phe—tRNA Lys-tRNA™ Pro—tRNA 
UUU 4.6” 0 0 
AAA 0 ry 0 
es 0 0 3.1 


* 数 字 代 表 特 定 氨基 醚 -tRNA 与 带 有 模板 三 核 并 和 酸 的 核糖 体 相 结 合 的 效率 。 随 机 结合 =1。 

4.1.2 遗传 密码 的 性 质 

1. 密码 子 的 连续 性 

翻译 由 mRNA 的 5' 端 的 起 始 密 码 子 开始 ,一 个 密码 子 接 一 个 密码 子 连续 阅读 直到 3' 


终止 密码 子 ,密码 间 无 间断 也 没有 重合 , 即 起 始 密 码 子 决定 了 所 有 后 续 密码 子 的 位 置 , 说 
明 三 联 子 密码 是 连续 的 。 


4.1 踪 传 密码 -三 联 子 
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2. 密码 子 的 简 并 性 


按照 1 个 密码 子 由 3 个 核 苷 酸 组 成 的 原则 ,4 种 核 苷 酸 可 组 成 64 个 密码 子 ,现在 已 
经 知道 其 中 61 个 是 编码 氨基 酸 的 密码 子 , 另 外 3 个 即 UAA、UGA 和 UAG 并 不 代表 任何 
氨基 酸 ,它们 是 终止 密码 子 , 不 能 与 tRNA 的 反 密码 子 配对 ,但 能 被 终止 因子 或 释放 因子 
识别 ,终止 肽 链 的 合成 ' 世 +-2。 其 中 ,UAA 叫 赭石 (ochre) 密码 ,UAG 叫 琥珀 (amber) 密码 ， 
UGA 叫 蛋 白石 (opal) 密 码 , 细菌 中 3 种 终止 密码 子 的 使 用 频率 是 不 同 的 ,UAA 是 最 常用 的 ， 


UGA 比 UAG 的 使 用 频率 更 高 一 点 ,但 UGA 出 错 的 可 能 性 更 大 一 些 。 





表 4-2 通用 遗传 密码 及 相应 的 氨基 艇 
第 一 位 (5' 端 ) 第 二 位 (中 间 ) 核 蔡 酸 
核 苷 酸 U G A G 
葵 丙 氨 酸 丝氨酸 酷 氨 酸 半 胱 氨 酸 
(Phe ,F) (Ser,S) (Tyr,Y) (Cys,C) 
杀 丙 氨 酸 丝氨酸 酪 氛 酸 光 胱 氨 酸 
(Phe,F) (Ser,S) (Tyr,Y) (Cys,C) 
U 
亮 氨 酸 丝氨酸 终止 终止 
(Leu,L) (Ser,S) (Stop) (Stop) 
亮 氨 酸 丝氨酸 终止 色 氨 酸 
(Leu,L) (Ser,S) (Stop) (Trp,W) 
亮 氮 酸 肺 氨 酸 组 氨 酸 精 氨 酸 
(Leu,L) (Pro,P) (His,H) (Arg,R) 
亮 氮 酸 膊 氨 酸 组 氨 酸 精 氨 酸 
(Leu,L) {Pro,P) (His,H) (Arg,R) 
Cc 
亮 氨 酸 且 氨 酸 谷 氨 酰 胺 精 氨 酸 
(Leu,L) (Pro,P) (Gln,Q) (Arg,R) 
亮 氨 酸 肺 氨 酸 谷 氨 酰胺 精 氨 酸 
(Leu,L) (Pro,P) (Gin,Q) (Arg,R) 
异 亮 氨 酸 苏 氨 酸 天 冬 酰胺 丝氨酸 
(Ile,l) (Thr,T) (Asn ,N) (Ser,S) 
异 亮 氛 酸 苏 氨 酸 天 冬 酰胺 丝氨酸 
(lle,l) (Thr,T) (Asn,N) (Ser,S) 
异 亮 氨 酸 苏 氨 酸 束 氛 酸 精 氨 酸 
(lle,1) (Thr, T) (Lys,K) (Arg,R) 
甲 硫 氨 酸 苏 氨 酸 翰 氨 酸 精 氨 酸 
(Met,M) (Thr,T) (Lys,K) (Arg.R) 
纺 氛 酸 再 氨 酸 天 冬 氨 酸 甘氨酸 
(Va,V) (Al ,A) (Asp,D) (Gly,G) 
缚 氢 酸 丙 氨 酸 天 冬 氨 酸 甘氨酸 
(Val,V) (Ala,A) (Asp,D) (Gly,G) 
G 
纺 氛 酸 丙 氨 酸 谷 氨 酸 甘氨酸 
(val,V) (Ala,A) (Glu,E) (Gly,G) 
仇 氛 酸 丙 氨 酸 谷 氨 酸 甘氨酸 
(Val,V) (Ala,A) (Glu,E) (Gly,G) 
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第 三 位 (3 端 ) 
核 苷 酸 


U 


G 


内 为 存在 61 种 密码 子 而 只 有 20 种 氨基 酸 ,所 以 许多 氨基 酸 有 多 个 密码 子 , 实 味 上 除 
甲 硫 氨 酸 (ATC) 和 色 氨 酸 (UCG) 只 有 一 个 密码 子 外 ,其 他 氨基 酸 都 有 一 个 以 上 的 密码 子 ， 
其 中 9 种 氨基 酸 有 2 个 密码 子 ,1 种 氨基 酸 有 3 个 密码 子 ,5 种 氨基 酸 有 4 个 密码 子 ,3 种 
氨基 酸 有 6 个 密码 子 ' 直 3)。 

由 一 种 以 上 密码 子 编码 同一 个 氨基 酸 的 现象 称 为 简 并 (degeneracy), 对 应 于 同一 氨基 
酸 的 密码 子 称 为 同 义 密码 子 (synonymous codon)。 另 外 ,AUG 和 GUG 既是 甲 硫 氨 酸 及 纺 
氨 酸 的 密码 子 又 是 起 始 密码 子 , 这 种 双重 功能 在 生物 学 上 的 意义 尚 不 清楚 。 


表 4-3 密码 子 的 简 并 性 


氨基 酸 密码 子 个 数 氨基 酸 密码 子 个 数 
琴 毛 酸 3 亮 氨 酸 6 
精 氨 酸 6 办 氨 酸 2 
天 冬 航 胺 2 甲 硫 氨 酸 1 
天 冬 氨 酸 2 苯 丙 氨 酸 2 
半 了 胱 氨 酸 2 哺 氨 酸 4 
谷 氨 酰胺 2 丝氨酸 6 
谷 氨 酸 2 苏 氨 酸 4 
甘氨酸 4 色 氨 酸 1 
组 氨 酸 2 陶 氮 县 2 
异 亮 氨 酸 3 纺 氨 酸 4 








同 义 密码 子 一 般 都 不 是 随机 分 布 的 ,因为 其 第 一 .第 二 位 核 苷 酸 往往 是 相同 的 ,而 第 
三 位 核 苷 酸 的 改变 并 不 一 定 影响 所 编码 的 氨基 酸 ,这 种 安排 减少 了 变异 对 生物 的 影响 。 
一 般 说 来 ,编码 某 一 氨基 酸 的 密码 子 越 多 ,该 氨基 酸 在 蛋白 质 中 出 现 的 频率 也 越 高 ,只 有 
精 氨 酸 是 个 例外 ,因为 在 真 核 生 物 中 CG 双 联 子 出 现 的 频率 较 低 , 所 以 尽管 有 6 个 同 义 密 
码 子 , 蛋 白质 中 精 氨 酸 的 出 现 频 率 仍 不 高 ,如 图 4-3。 








实际 频率 /次 数 





0 2 4 6 8 10 12 
理论 频率 /次 数 








4.1 遗传 密码 一 一 三 联 子 





图 4-3 除了 Am 
以 外 .编码 某 一 特定 
氨基 酸 的 密码 子 个 
数 与 该 氨基 酸 在 盘 
白质 中 的 出 现 频 率 
相 吻 合 
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图 4-4 mRNA 上 
的 密码 子 与 IRNA 
上 的 反 密 码 子 配对 
术 意 图 

(a) 密码 子 与 RNA 反 
密码 子 绰 上 相应 序列 
配对 ; (b) 当 反 密码 子 
第 一 位 是 1 时 ,密码 子 
第 三 位 可 以 是 A、U 
或 C。 
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3. 密码 子 的 通用 性 与 特殊 性 

遗传 密码 无 论 在 体内 还 是 体外 ,也 无 论 是 对 病毒 .细菌 ,动物 还 是 植物 而 言 都 是 通用 
的 ,所 以 ,密码 子 具 有 通用 性 。20 世纪 70 年 代 以 后 对 各 种 生物 基因 组 的 大 规模 测序 结果 
也 充分 证 明生 物 界 基本 共用 同一 套 遗 传 密码 。 密 码 子 的 通用 性 有 助 于 我 们 研究 生物 的 进 
化 。 同 时 ,遗传 密码 的 通用 性 在 遗传 工程 中 得 到 充分 运用 ,比如 在 细菌 中 大 量 表 达 人 类 的 
外 源 蛋 白 一 一 胰岛 素 等 。 

虽然 密码 子 具 有 通用 性 ,但 也 发 现 极 少数 例外 。 在 支原体 中 ,终止 密码 子 UGA 被 用 
来 编码 色 氨 酸 ;在 哮 热 四 膜 虫 中 , 另 一 个 终止 密码 子 UAA 被 用 来 编码 谷 氨 酰 胺 。 对 人 , 牛 
及 酵母 线粒体 DNA 序列 和 结构 的 研究 还 发 现 ,在 线粒体 中 也 有 一 些 例外 情况 圭 4 ,如 
UGA 编码 色 氨 酸 , 而 非 终止 密码 子 ; 甲 硫 氨 酸 可 由 AUA 编码 等 ,体现 了 遗传 密码 的 特殊 性 。 


表 4-4 线粒体 与 核 DNA 密码 子 使 用 情况 的 比较 
生物 密码 子 线粒体 DNA 编码 的 氨基 酸 核 DNA 编码 的 氨基 酸 
所 有 UGA 色 氨 酸 终止 子 
酵母 CUA 苏 氨 酸 亮 氮 酸 
果 蝇 AGA 丝氨酸 精 氨 县 
哺乳 类 AGA/G 终止 子 精 氨 酸 
哺乳 类 AUA 甲 硫 氨 酸 异 亮 氨 酸 


4. 密码 子 与 反 密 码 子 的 相互 作用 

在 蛋白 质 生物 合成 过 程 中 ,tRNA 的 反 密 码 子 在 核糖 体内 是 通过 碱 基 的 反 向 配对 与 
mRNA 上 的 密码 子 相互 作用 的 13 1966 年 ,Crick 根据 立体 化 学 原理 提出 摆动 假说 
(wobble hypothesis), 解 释 了 反 密 码 子 中 某 些 稀有 成 分 (如 D 的 配对 以 及 许多 氨基 酸 有 2 个 
以 上 密码 子 的 问题 。 





(a) 





(b) 


1 
司 己 10 一 一 


| 反 密码 子 (3/ 
密码 子 (了 


3 
G 
i 
1 
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-ANOw 
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根据 摆动 假说 ,在 密码 子 与 反 密码 子 的 配对 中 ,前 两 对 严格 遵守 碱 基 配对 原则 ,第 三 
对 碱 基 有 一 定 的 自由 度 ,可 以 “摆动 ”, 因 而 使 某 些 tRNA 可 以 识别 1 个 以 上 的 密码 子 。 一 
个 tRNA 究竟 能 识别 多 少 个 密码 子 是 由 反 密 码 子 的 第 一 位 碱 基 的 性 质 决 定 的 , 反 密 码 子 
第 一 位 为 A 或 C 时 只 能 识别 1 种 密码 子 ,为 G 或 U 时 可 以 识别 2 种 密码 子 ,为 1 时 可 识 
别 3 种 密码 子 '*<+5。 如 果 有 几 个 密码 子 同时 编码 一 个 氨基 酸 , 凡是 第 一 二 位 碱 基 不 同 
的 密码 子 都 对 应 于 各 自 独 立 的 tRNA。 原核 生物 中 有 30 ~ 45 种 tRNA , 真 核 细胞 中 可 能 存 
在 50 种 tRNA。 








青 4-5 1RNA 上 的 反 沉 公子 与 mRNA 上 上 密友 子 的 配对 与 " 换 动 " 分析 
1, 肥 帘 码 子 第 一 位 是 C 或 A 时 ,只 能 识别 一 种 密码 子 。 
反 密 码 子 (3)X-Y-C(5") (3)X-Y-A(5) 
密码 子 (5)Y-X-G(3") (5)Y-X-U(3") 
2. 反 密 码 子 第 一 位 是 UU 或 G 时 ,可 分 别 识别 两 种 密码 子 。 
及 密码 子 (3)X-Y-U(5) (3) X-Y-G(5") 
密码 了 了 (5')Y-X—A/G(3") (5)Y-X-C/U(3") 
3. 反 密码 子 第 一 位 是 1 时 ,可 识别 3 种 密码 子 
及 密码 子 (3") X—¥-1(5") 
嘱 码 子 (5) Y—-X—-A/U/C(3') 

1.2 tRNA 


tRNA 在 和 蛋白质 合 成 中 处 于 关键 地 位 , 它 不 但 为 每 个 三 联 密码 子 翻译 成 氨基 酸 提 供 了 
接合 体 , 还 为 准确 无 误 地 将 所 需 氨基 酸 运送 到 核糖 体 上 提供 了 运送 载体 ,所 以 , 它 又 被 称 
为 第 二 遗传 密码 。 虽 然 :RNA 分 子 各 自 的 序列 不 同 ,但 所 有 的 tRNA 都 具有 共同 的 特征 : 
存在 经 过 特殊 的 修饰 碱 基 ,tRNA 的 3' 端 都 以 CCA-OH 结束 ,该 位 点 是 tRNA 与 相应 氨基 
酸 结合 的 位 点 。 


4.2.1 tRNA 的 三 叶 草 形 二 级 结构 


tRNA 参与 多 种 反应 ,并 与 多 种 蛋白 质 和 核酸 相互 识别 ,这 就 决定 了 它们 在 结构 上 存 
在 大 量 的 共性 。 由 于 小 片段 碱 基 互 补 配对 ,三 叶 草 形 tRNA 分 子 上 有 4 条 根据 它们 的 结 
构 或 已 知 功能 命名 的 手臂 "+; 

受 体 辟 (acceptor arm) 因 是 结合 氨基 酸 的 位 点 而 得 名 , 主要 由 链 两 端 序列 碱 基 配 对 形 
成 的 杆 状 结构 和 3' 端 未 配对 的 3 ~ 4 个 碱 基 所 组 成 ,其 3' 端的 最 后 3 个 碱 基 序列 永远 是 
CCA 序列 , 伸 出 双 链 之 外 ,最 后 一 个 碱 基 的 3' 或 2 自由 羟基 (一 OH) 可 以 被 氨 酰 化 。 

其 余 手臂 均 由 碱 基 配 对 产生 的 杆 状 结构 和 无 法 配对 的 套 索 状 结构 所 组 成 。 

TyC 臂 是 根据 3 个 核 苷 酸 命名 的 ,其 中 由 表示 拟 尿 喀 啶 ,是 tRNA 分 子 所 拥有 的 不 
常见 核 苷 酸 。 

反 密 码 子 臂 是 根据 位 于 套 索 中 央 的 三 联 反 密 码 子 命名 的 。 反 密码 子 的 两 端 由 5 端 
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的 尿 喀 啶 和 3' 端的 味 叭 界定 。 

D 臂 是 根据 它 含有 二 和 氢 尿 喀 啶 (dihydrouracil) 命名 的 。 

图 4-5 显示 了 最 常见 tRNA 分 子 的 三 叶 草 形 二 级 结构 。tRNA 一 般 有 76 个 核 苷 酸 ， 
相对 分 子 质 量 约 为 2.5 x 10' ,不 同 的 tRNA 分 子 可 有 74 ~ 95 个 核 苷 酸 不 等 。tRNA 分 子 
长 度 的 不 同 主要 是 由 其 中 的 两 条 手臂 引起 的 ,在 D 臂 中 存在 多 至 3 个 可 变 核 苷 酸 位 点 ， 
包括 17 : 1( 位 于 第 17 和 18 核 芽 酸 之 间 ) 及 20 : 1.20 : 2( 位 于 第 20 和 21 核 苷 酸 之 问 )。 
最 常见 的 DD 臂 缺 失 这 3 个 核 苷 酸 ,而 最 小 的 D 臂 中 第 17 位 核 背 酸 也 缺失 了 。 








图 4-5 tRNA 的 下 
叶 章 形 二 绕 结 购 














tRNA 分 子 中 最 大 的 变化 发 生 在 位 于 TyC 和 反 密 码 子 臂 之 间 的 多 余 臂 (extra arm) 上。 
根据 多 余 辟 的 特性 ,又 可 以 将 tRNA 分 为 两 大 类 :第 一 类 tRNA 占 所 有 tRNA 的 75%, 只 含 
有 一 条 仅 为 3 ~5 个 核 荫 酸 的 多 余 辟 ;第 二 类 tRNA 含有 一 条 较 大 的 多 余 辟 ,包括 杆 状 结 
构 上 的 5 个 核 苷 酸 , 套 索 状 结构 上 的 3 ~ 11 个 核 苷 酸 。 多 余 臂 的 生物 学 功能 尚 不 清楚 。 
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tRNA 的 称 有 碱 基 含 量 非常 丰富 ,有 70 余 种 。 每 个 RNA 分 子 至 少 含有 2 个 称 有 碱 基 ， 
最 多 有 19 个 ,多 数 分 布 在 非 配对 区 ,特别 是 在 反 密码 子 3 端 邻近 部 位 出 现 的 频率 最 高， 
目 大 多 为 嘎 叭 核 苷 酸 ,这 对 于 维持 反 密码 子 环 的 稳定 性 及 密码 子 ` 反 密码 子 之 间 的 配对 是 
很 重要 的 。 基 因 组 研究 发 现 ,原核 生物 与 真 核 生物 细胞 中 所 拥有 的 各 种 tRNA 基因 总 数 
很 不 一 样 ,+ 





生 物 tRNA 基因 总 数 
人 类 497 
线虫 584 
果 蝇 284 
酵母 273 
大 肠 杆 蔚 86 


所 有 的 tRNA 都 能 够 与 核糖 体 的 A 位 点 (新 进入 的 氨 酰 -tRNA 的 结合 位 点 ) 和 了 位 
点 ( 肽 酰 -tRNA 的 结合 位 点 ) 结 合 , 此 时 ,tRNA 分 子 三 叶 草 形 顶 端 突 起 部 位 通过 密码 子 - 
反 密 码 子 的 配对 与 mRNA 相 结合 ,而 其 3' 末端 恰好 将 所 运转 的 氨基 酸 送 到 正在 延伸 的 多 
肽 上 。 此 外 ,所 有 tRNA (除了 起 始 tRNA 外) 都 能 被 翻译 辅助 因子 EF-Tu (原核 生物 ) 或 
eEF1( 真 核 生物 ) 所 识别 而 与 核糖 体 相 结 合 , 起 始 tRNA 能 被 原核 生物 的 起 始 因子 IF-2 或 
真 核 生物 的 起 始 因 子 eIF-2 所 识别 。 


4.2.2 tRNA 的 工 形 三 级 结构 


有 人 在 二 级 结构 基础 上 做 了 酵母 ‘RNA tRNA” 和 大 上 肠 杆菌 tRNA”M" tRNA 等 的 
三 级 结构 ,发现 都 呈 工 形 折 释 4, 而 这 种 结构 是 靠 氢 键 来 维持 的 。tRNA 的 三 级 结构 
与 AA-tRNA 合 酶 对 tRNA 的 识别 有 关 。 





雯 母 IRNA 
的 结构 示意 图 
(根据 X 射线 衍射 数 
据 绘 制 ) 

(a) 和 (b) 表示 用 不 同 
方法 构建 的 模型 。 


加 TYC 疾 ”氨基酸 受 体 居 









D 管 (包含 第 | 20 
10~25 位 残 基 ) 








图 4-7 IRNA 的 
形 三 级 结 怕 包含 两 
个 双 蜡 旋 
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tRNA 的 工 形 三 级 结构 ,保留 了 二 级 结构 中 由 于 碱 基 互 补 而 产生 的 双 螺 旋 杆 状 结构 ， 
又 通过 分 子 重 排 创造 了 另 一 对 双 螺 旋 。 受 体 辟 和 TC 臂 的 杆 状 区 域 构 成 了 第 一 个 双 
螺旋 ,D 辟 和 反 密 码 子 臂 的 杆 状 区 域 形成 了 第 二 个 双 螺 旋 ,两 个 双 螺 旋 上 各 有 一 个 缺口 。 
TC 臂 和 D 辟 的 套 索 状 结构 位 于 “L" 的 转折 点 。 所 以 , 受 体 辟 顶端 的 碱 基 位 于 “L" 的 一 
个 端点 , 反 密码 子 臂 的 套 索 状 结构 生成 了 “L" 的 男 一 个 端点 "1 。 














tRNA 的 三 级 结构 主要 由 在 二 级 结构 中 未 配对 碱 基 间 形成 氢 键 而 引发 的 。 在 三 叶 草 
结构 中 的 氢 键 被 称 为 次 级 氢 键 ,在 三 级 结构 中 的 就 称 为 三 级 氢 键 。 大 部 分 恒定 或 半 恒 定 
核 苷 酸 都 参与 三 级 氢 键 的 形成 。 

tRNA 高 级 结构 上 的 特点 为 我 们 提供 了 研究 其 生物 学 功能 的 重要 线索 ,因为 tRNA 上 
所 运载 的 氨基 酸 必须 靠近 位 于 核糖 体 大 亚 基 上 的 多 肽 合成 位 点 ,而 tRNA 上 的 反 密 码 子 
必须 与 小 亚 基 上 的 mRNA 相配 对 ,所 以 分 子 中 两 个 不 同 的 功能 基 团 是 最 大 限度 分 离 的 。 
这 个 结构 形式 很 可 能 满足 了 蛋白 质 合成 过 程 中 对 tRNA 的 各 种 要 求 而 成 为 tRNA 的 通 式 ， 
研究 证 实 IRNA 的 性 质 是 由 反 密 码 子 而 不 是 它 所 携带 的 氨基 酸 所 决定 的 。 


4.2.3 tRNA 的 功能 


转录 过 程 是 信息 从 一 种 核酸 分 子 LDNA) 转移 到 另 一 种 结构 上 极为 相似 的 核酸 分 子 
(RNA) 的 过 程 ,信息 转移 靠 的 是 碱 基 配 对 。 翻 译 阶段 遗传 信息 从 mRNA 分 子 转移 到 结 
极 不 相同 的 蛋白 质 分 子 , 信 息 是 以 能 被 翻译 成 单个 氨基 酸 的 三 联 密 码 子 形式 存在 的 ,在 这 
里 起 作用 的 是 tRNA 的 解码 机 制 。 


第 4 章 ”生物 信息 的 传递 (下 ) 


根据 Crick 的 接合 体 假说 ,氨基 酸 必须 与 一 种 接合 体 接合 ,才能 被 带 到 RNA 模板 的 
恰当 位 置 上 正确 合成 蛋白 质 。 所 以 ,氨基 酸 在 合成 蛋白 质 之 前 必须 通过 AA-tRNA 合成 
酶 活化 ,在 消耗 ATP 的 情况 下 结合 到 tRNA 上 ,生成 有 蛋白 质 合 成 活性 的 AA-tRNA。 同 时， 
AA-tRNA 的 生成 还 牵涉 到 信息 传递 的 问题 ,因为 只 有 tRNA 上 的 反 密 码 子 能 与 mRNA 上 
的 密码 子 相互 识别 并 配对 ,而 氨基 酸 本 身 不 能 识别 密码 子 , 只 有 结合 到 tRNA 上 生成 AA- 
tRNA ,才能 被 带 到 mRNA- 核糖 体 复合 物 上 ,插入 到 正在 合成 的 多 肽 链 的 适当 位 置 上 。 

下 面 的 实验 证 明 模 板 mRNA 只 能 识别 特异 的 tRNA 而 不 是 氨基 酸 。"C 标记 的 半 胱 
氮 酸 与 {RNA”” 结合 后 生成 “C- 半 胱 氨 酸 -tRNA™, 经 Ni 催化 可 生成 “C-Ala-tRNA™™， 
再 把 %C-Ala-tRNAS" 加 进 含 血红 蛋白 mRNA ,其 他 tRNA ,氨基酸 以 及 免 网 织 细胞 核糖 体 
的 蛋白 质 合 成 系统 中 ,结果 发 现 *C-Ala-tRNAS" 插 人 了 血红 蛋白 分 子 通常 由 半 胱 氨 酸 占 
据 的 位 置 上 ,这 表明 在 这 里 起 识别 作用 的 是 :RNA 而 不 是 氨基 酸 。 


4.2.4 tRNA 的 种 类 


1. 起 始 tRNA 和 延伸 tRNA 

有 一 类 能 特异 地 识别 mRNA 模板 上 起 始 密 码 子 的 tRNA 叫 起 始 tRNA ,其 他 tRNA 统 
称 为 延伸 RNA。 起 始 tRNA 具有 独特 的 有 别 于 其 他 所 有 tRNA 的 结构 特征 。 原 核 生物 
起 始 tRNA 携带 甲 酰 甲 硫 氨 酸 (fMet), 真 核 生物 起 始 tRNA 携带 甲 硫 氨 酸 (Met)。 原 核 生 物 
中 Met-tRNA% 必须 首先 甲 酰 化 生成 fMet-tRNA”" 才能 参与 蛋白 质 的 生物 合成 。 

2. 同 工 :RNA 

由 于 一 种 氨基 酸 可 能 有 多 个 密码 子 , 因 此 有 多 个 tRNA 来 识别 这 些 密 码 子 , 即 多 
个 tRNA 代表 一 种 氨基 酸 ,我 们 将 几 个 代表 相同 氨基 酸 的 tRNA 称 为 同 工 tRNA (cognate 
tRNA)。 在 一 个 同 工 tRNA 组 内 ,所 有 tRNA 均 专 一 于 相同 的 氨基 酰 -tRNA 合成 酶 。 同 工 
tRNA 既 要 有 不 同 的 反 密 码 子 以 识别 该 氨基 酸 的 各 种 同 义 密码 ,又 要 有 某 种 结构 上 的 共同 
性 ,能 被 AA-tRNA 合成 酶 识别 。 所 以 说 , 同 工 tRNA 组 内 肯定 具备 了 足以 区 分 其 他 tRNA 
组 的 特异 构造 ,保证 合成 酶 能 准确 无 误 地 加 以 选择 。 到 目前 为 止 ,科学 家 还 无 法 从 一 级 结 
构 上 解释 tRNA 在 蛋白 质 合 成 中 的 专 一 性 。 有 证 据说 明 ,tRNA 的 二 级 和 三 级 结构 对 它 的 
专 一 性 起 着 举足轻重 的 作用 。 

3. 校正 tRNA 

在 蛋白 质 的 结构 基因 中 ,一 个 核 苷 酸 的 改变 可 能 使 代表 某 个 氨基 酸 的 密码 子 变 成 终 
止 密码 子 (UAG 、UGA 、UAA), 使 蛋白 质 合 成 提前 终止 ,合成 无 功能 的 或 无 意义 的 多 肽 ,这 
种 突变 称 为 无 义 突变 (nonsense mutation), 而 无 义 突变 的 校正 tRNA 可 通过 改变 反 密 码 子 
区 校正 无 义 突变 。 

错 义 突变 (missense mutation) 是 由 于 结构 基因 中 某 个 核 苷 酸 的 变化 使 一 种 氨基 酸 的 
密码 变 成 另 一 种 氨基 酸 的 密码 。 错 义 突变 的 校正 tRNA 通过 反 密 码 子 区 的 改变 把 正确 
的 氨基 酸 加 到 肽 链 上 ,合成 正常 的 蛋白 质 。 如 某 大 肠 杆 菌 细胞 色 氨 酸 合成 酶 中 的 一 个 甘 
氨 酸 密码 子 GGA 错 义 突变 成 AGA( 编 码 精 氨 酸 ), 指 导 合成 错误 的 多 肽 链 。 甘 氨 酸 校正 
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tRNA 的 校正 基因 突变 使 其 反 密 码 子 从 CCU 变 成 UCU , 它 仍 然 是 甘氨酸 的 反 密 码 子 但 不 
结合 GGA 而 能 与 突变 后 的 AGA 密码 子 相 结合 ,把 正确 的 氨基 酸 ( 甘 氨 酸 ) 放 到 AGA 所 对 
应 的 位 置 上 。 

校正 tRNA 在 进行 校正 过 程 中 必须 与 正常 的 tRNA 竞争 结合 密码 子 ,无 义 突变 的 校 
正 tRNA 必须 与 释放 因子 竞争 识别 密码 子 , 错 义 突变 的 校正 tRNA 必须 与 该 密码 的 正常 
tRNA 竞争 ,这 都 会 影响 校正 的 效率 。 所 以 , 某 个 校正 基因 的 效率 不 仅 取决 于 反 密 码 子 与 
密码 子 的 亲和力 ,也 取决 于 它 在 细胞 中 的 浓度 及 竞争 中 的 其 他 参数 。 一 般 说 来 ,校正 效率 
不 会 超过 50%。 无 义 突变 的 校正 基因 tRNA 不 仅 能 校正 无 义 突变 ,也 会 抑制 该 基因 3' 末 
端正 常 的 终止 密码 子 , 导 致 翻译 过 程 的 通读 ,合成 更 长 的 蛋白 质 ,这 种 蛋白 质 过 多 就 会 对 
细胞 造成 伤害 。 同 样 , 一 个 基因 错 义 突变 的 校正 也 可 能 使 另 一 个 基因 错误 翻译 ,因为 如 果 
一 个 校正 基因 在 突变 位 点 通过 取代 一 种 氨基 酸 的 方式 校正 了 一 个 突变 , 它 也 可 以 在 另 一 
位 点 这 样 做 ,从 而 在 正常 位 点 上 引入 新 的 氨基 酸 。 


4.2.5 氮 酰 -tRNA 合成 酶 


AA-tRNA 合成 酶 是 一 类 催化 氨基 酸 与 tRNA 结合 的 特异 性 酶 ,其 反应 式 如 下 : 
AA +IRNA + ATP 一 一 > AA-tRNA + AMP + PPi 
它 实 际 上 包括 两 步 反 应 : 
第 一 步 是 氨基 酸 活化 生成 酶 - 氨 酰 腺 苷 酸 复合 物 。 
AA +ATP+ 酶 (E) 一 > E-AA-AMP + PPi 
第 二 步 是 氨 酰 基 转移 到 tRNA 3' 末端 腺 菁 残 基 的 2' 或 3- 羟基 上 。 
E-AA-AMP + tRNA —> AA-tRNA + E+ AMP 
蛋白 质 合成 的 真实 性 主要 取决 于 tRNA 能 和 否 把 正确 的 氨基 酸 放 到 新 生 多 肽 链 的 正确 
位 置 上 ,而 这 一 步 主要 取决 于 AA-tRNA 合成 酶 是 否 能 使 氨基 酸 与 对 应 的 :RNA 相 结合 。 
AA-tRNA 合成 酶 既 要 能 识别 RNA ,又 要 能 识别 氨基 酸 , 它 对 两 者 都 具有 高 度 的 专 一 性 。 
不 同 的 tRNA 有 不 同 的 碱 基 组 成 和 空间 结构 , 易 被 特异 性 AA-tRNA 合成 酶 所 识别 ,困难 
的 是 这 些 酶 怎么 去 识别 结构 上 非常 相似 的 氨基 酸 。 例 如 , 异 亮 氨 酸 只 比 缚 氨 酸 多 一 个 甲 
烯 基 团 ,而 异 亮 氨 酸 -tRNA 合成 酶 对 异 亮 氨 酸 的 亲和力 比 对 强 氨 酸 大 225 倍 。 考 虑 到 
体内 纺 氨 酸 的 浓度 比 异 亮 氨 酸 高 5 倍 , 屿 氨 酸 被 错误 活化 渗入 到 异 亮 氨 酸 位 点 上 去 的 概 
率 应 该 是 1/40, 但 实际 上 错误 频率 (误差 率 ) 只 有 约 1.5 x 10” ,表明 还 存在 其 他 重要 的 校 
正 手段 以 增加 蛋白 质 合成 的 真实 性 。 有 科学 家 发 现 ,被 错误 活化 的 纺 氨 酸 不 会 被 结合 到 
tRNA" 上 ,而 是 被 酶 本 身 水 解 , 即 活化 阶段 产生 的 误差 在 后 一 阶段 被 再 次 校正 了 。 


4.3 ”核糖 体 


核糖 体 是 指导 蛋白 质 合 成 的 大 分 子 机 器 。 生 物 细胞 内 ,核糖 体 像 一 个 能 沿 mRNA 
模板 移动 的 工厂 ,执行 着 蛋白 质 合成 的 功能 。 它 是 由 几 十 种 蛋白 质 和 几 种 核糖 体 RNA 
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(ribosomal RNA ,rRNA) 组 成 的 亚 细 胞 颗粒 。 一 个 细菌 细胞 内 约 有 20 000 个 核糖 体 ,而 真 
核 细胞 内 可 达 10" 个 ,在 未 成 熟 的 蟾 蜂 卵细胞 内 则 高 达 10° 个 。 这 些 颗粒 既 可 以 游离 状 
态 存在 于 细胞 内 ,也 可 与 内 质 网 结合 ,形成 微粒 体 。 核 糖 体 和 它 的 辅助 因子 为 蛋白 质 生物 
合成 提供 了 必要 的 条 件 。 

运载 肽 链 起 始 或 延伸 必需 氨基 酸 的 AA-IRNA ,往往 以 令 人 难以 置信 的 速度 进入 核糖 
体 , 在 起 始 或 延伸 因子 的 作用 下 ,与 mRNA 模板 和 延伸 中 的 肽 链 相互 作用 , 印 去 所 载 氮 基 
酸 后 立即 退出 核糖 体 ,以 保证 新 一 轮 合成 反应 的 顺利 进行 

核糖 体 蛋 白 约 占 原核 细胞 总 蛋白 量 的 10%, 占 细胞 内 总 RNA 量 的 8096'*+7。 在 真 
核 细胞 内 ,核糖 体 RNA 所 占 的 比例 虽然 有 所 下 降 , 但 仍然 占 总 RNA 的 绝 大 部 分 ,是 细胞 
总 蛋白 的 一 个 重要 组 成 部 分 。 无 论 原 核 或 真 核 细 胞 内 核糖 体 的 含量 都 是 与 细胞 蛋白 质 合 
成 活性 直接 相关 的 。 


发 4-7 核糖 体 及 其 他 组 分 在 大 肠 杆 菌 组 胞 内 的 分 布 








组 分 占 细胞 总 局 细胞 内 数量 
细胞 壁 10% 1 
细胞 膜 10% 3 

DNA 2% 1 
mRNA 2% 35x10 
tRNA 3% 1.6 x 10” 
rRNA 21% Bx 1 

核糖 体 蛋 白 9% 2x10 
可 溶性 绰 白 40% 10 
小 分 子 3% 7.5x10 


在 真 核 生 物 中 ,大 多 数 正在 进行 蛋白 质 合成 的 核糖 体 都 不 是 在 细胞 质 基质 内 自由 漂 
浮 , 而 是 直接 或 间接 与 细胞 骨架 结构 有 关联 或 者 与 内 质 网 膜 结构 相连 所 + 。 细 菌 核糖 体 
大 都 通过 与 mRNA 的 相互 作用 ,被 固定 在 核 基因 组 上 。 











4.3 ”核糖 体 


图 4-8 结合 在 内 
盾 网 上 的 核糖 体 

(2) 电镜 下 看 到 的 胰 
腺 细胞 粮 面 内 质 网 ; 
(b) 局 部 放大 后 的 图 像 。 
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核糖 体 包括 两 个 亚 基 , 大 亚 基 约 为 小 亚 基 相对 分 子 质量 的 两 倍 。 按 照 惯例 ,大 、 小 亚 
基 的 命名 是 根据 离心 时 的 沉降 速率 而 定 的 。 测量 沉降 速率 的 单位 是 Svedberg(S;S 值 越 大 ， 
沉降 速率 越 快 ), 它 是 由 形状 和 大 小 共同 决定 的 ,因而 不 是 质量 的 衡量 标准 。 原 核 细胞 中 ， 
大 亚 基 的 沉降 速率 是 50 Svedberg, 所 以 称 为 50S 亚 基 ,而 小 亚 基 称 为 30S 亚 基 。 完 整 的 原 
核 细胞 的 核糖 体 称 为 70S 核糖 体 。 真 核 细胞 的 核糖 体 大 一 些 , 由 60S 和 40S 两 个 亚 基 组 
成 805 的 核糖 体 。 

每 个 亚 基 包含 一 个 主要 的 rRNA 成 分 和 许多 不 同 功 能 的 蛋白 质 分子 , 这 些 分 子 大 
都 以 单 拷贝 的 形式 存在 。 大 亚 基 除了 含有 主要 rRNA 组 分 外 ,还 有 一 些 相 对 分 子 质量 
较 小 的 RNA。 核 糖 体 亚 基 中 的 主要 rRNA 基因 虽然 有 许多 个 拷贝 ,但 其 序列 十 分 保守 ， 
暗示 rRNA 序列 在 组 成 功能 核糖 体 的 过 程 中 有 着 重要 的 作用 。 表 4-8 是 大 肠 杆菌 核糖 
体 的 基因 组 成 成 分 ,从 已 知 的 大 肠 杆菌 rRNA 和 蛋白 质 序列 来 看 ,细菌 的 核糖 体 是 完全 
相同 的 。 


表 4-8 大肠 杆 匡 核糖 体 的 基本 组 成 成 分 


核糖 体 小 亚 基 大 亚 基 

沉降 系数 70S 30S 50S 

总 体 相 对 分 子 质 量 2.52x 10 930x10 1.59 x 10° 
主要 rRNA( 碱 基数 ) 16S(1 541) 235 (2 004),55 (120) 
RNA 相对 分 子 质量 1.66 x 10 5.60x10 1.10 x 10 
RNA 所 占 比 例 66% 60% 70% 

蛋白 质数 量 21 36 
蛋白 质 相 对 分 子 质 量 8.57 x 10° 3.70x 10° 4.87 x 10) 

和 蛋白质 所 占 比例 34% 40% 30% 


4.3.1 核糖 体 的 结构 


1. 核糖 体 由 大 小 两 个 亚 基 组 成 

核糖 体 是 一 个 致密 的 核糖 核 蛋 白 颗 粒 ,可 以 解 离 为 两 个 亚 基 ,每 个 亚 基 都 含有 一 个 相 
对 分 子 质量 较 大 的 rRNA 和 许多 不 同 的 蛋白 质 分 子 。 这 些 大 分 子 rRNA 能 在 特定 位 点 与 
蛋白 质 结 合 ,从 而 完成 核糖 体 不 同 亚 基 的 组 装 。 原 核 生 物 核糖 体 由 约 2/3 的 RNA 及 1/3 
的 蛋白 质 组 成 。 真 核 生物 核糖 体 中 RNA 占 3/5 ,蛋白 质 占 2/5。 原 核 生物 、 真 核 生物 细胞 
质 及 细胞 器 中 的 核糖 体 存在 着 很 大 差异 ' 老 4-?)。 


表 4-9 几 种 不 同 生物 核 精 体 及 rRNA 的 组 成 





是 时 大 亚 基 小 亚 基 
生化 亲 沉降 系数 RNA 沉降 系数 RNA 
80S 脊椎 动物 60S 20~ 29S 40S 18S 
5S 
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核糖 休 来 源 大 亚 基 小 亚 基 
沉降 系数 RNA 沉降 系数 RNA 
80S 无 脊椎 动物 ,植物 60S 25S 405 16~18S 
5S 
5.8S 
705 原核 生物 50S 23S 305 16S 
55S 疹 椎 动物 线 术 体 40S 16~ 17S 30S 10~ 13S 
2. 核糖 体 蛋 白 


核糖 体 上 有 多 个 活性 中 心 ,每 个 中 心 都 由 一 组 特殊 的 核糖 体 蛋 白 (ribosomal protein， 
r-protein;RP;r- 蛋白 ) 构 成 。 虽 然 有 些 蛋 白质 本 身 具 有 催化 功能 ,但 若 将 它们 从 核糖 体 上 
分 离 出 来 时 ,催化 功能 就 会 完全 消失 。 所 以 ,核糖 体 是 一 个 许多 酶 的 集合 体 ,单个 酶 或 蛋 
白质 只 有 在 这 个 总 体 结构 内 才 拥 有 催化 性 质 ,它们 在 这 一 结构 中 共同 承担 了 和 蛋白质 生 物 
合成 的 任务 。 核 糖 体 中 许多 和 蛋白质 (可 能 还 包括 rRNA) 的 主要 功能 可 能 就 是 建立 这 种 总 
体 结构 ,使 各 个 活性 中 心 处 于 适当 的 相互 协调 的 关系 之 中 。 

已 知 大 肠 杆菌 核糖 体 小 亚 基 由 21 种 r- 蛋白 组 成 ,分 别 用 RPS*……S” 表示 ,大 亚 
基 由 36 种 r- 蛋白 组 成 ,分 别 用 RPL……1L* 表示 。 真 核 生物 细胞 核糖 体 蛋 白质 中 ， 
大 亚 基 含有 49 种 rt- 蛋白 ,小 亚 基 有 33 种 tr- 蛋白 ,它们 的 相对 分 子 质 量 为 8x 10 -~ 
4.0 x 104。 

除了 作为 组 成 核糖 体 的 基本 成 分 ,研究 还 发 现 , 某 些 核糖 体 亚 基 蛋白 在 细胞 内 具有 重 
要 的 调控 功能 。 核 糖 体 蛋白 产生 突变 ,能 够 调节 p53 的 活性 并 影响 人 类 疾病 和 肿瘤 发 生 。 
例如 ,核糖 体 60S 大 亚 基 的 重要 组 分 核糖 体 蛋白 L11 (ribosomal protein L11,RPL11) 在 进 
化 上 是 一 种 高 度 保守 的 蛋白 质 ,在 背 椎 动物 之 间 的 同 源 性 均 高 达 95% 以 上 。RPL11 在 细 
胞 质 基 质 中 合成 后 ,经 核 孔 运输 到 细胞 核 中 ,并 在 核 仁 上 参与 核糖 体 的 组 装 。 组 装 成 熟 
的 核糖 体 经 核 孔 又 进入 细胞 质 基 质 中 , 发挥 合 成 蛋白 质 的 功能 。 核 仁 为 RPL11 在 细胞 内 
的 富 集 区 域 。 近 年 来 ,研究 人 员 发 现 真 核 生 物 中 RPL11 具有 调节 抑 癌 蛋白 p53 及 癌 蛋 白 
c-Myc 活性 功能 等 作用 。 其 他 核糖 体 蛋白 ,如 RPL5、RPS13、RPS7、RPS14 和 RPS19 等 也 
被 发 现 与 某 些 疾病 的 发 生 相关 。 

原核 细胞 核糖 体高 精度 三 维 结构 的 确定 在 原子 水 平 上 揭示 了 核糖 体 合成 蛋白 的 生化 
机 制 ,有 助 于 科学 家 深入 了 解 核糖 体 与 起 始 因子 、mRNA 和 tRNA 之 间 的 相互 关系 ,明确 
翻译 的 起 始 . 肽 链 延 伸 以 及 翻译 终止 的 过 程 '9+”。 实 验 表 明 , 大 多 数 核糖 体 蛋 白 位 于 核 
糖 体 的 周边 ,核糖 体 RNA 不 单单 是 核糖 体 的 结构 成 分 ,它们 还 直接 承担 了 核糖 体 的 某 些 
关键 功能 ,例如 三 维 结构 证 明 肽 基 转 移 中 心 完 全 是 由 RNA 组 成 的 。 图 4-10 是 在 高 倍 电 
镜 下 得 到 的 原核 生物 70S 核糖 体 大 ,小 亚 某 相 结合 的 模型 ,核糖 体 分 子 可 容纳 两 个 tRNA 
和 约 40 bp 长 的 mRNA。 


4.3 ” 较 糖 体 
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侨 4-9 核 焊 体 三 
绯 结 构 庆 意图 ( 另 
见 书 末 彩 插 ) 

核 贸 体 由 大 ,小 亚 基 
组 成 。 每 个 亚 基 又 由 
RNA 和 蛋白 质 两 部 分 
组 成 ,其 中 ,50S 亚 基 
的 RNA 部 分 由 灰色 
表示 ,蛋白 质 以 紫色 表 
示 。 30S 亚 基 的 RNA 
部 分 以 淡 监 色 表示 , 重 
白质 以 深蓝 色 表 示 。 
50S 亚 基 都 位 于 30S 亚 
基 之 上 。 旋 转 90” 后 右 
图 显示 的 空洞 为 只 NA 
结合 位 点 。 图 像 使 用 
PyMOL 软件 制作 。 


图 4-10 核糖 体 结 
构 模 型 及 夯 核 与 真 
核 组 胞 核糖 体 大 .小 
业 基 比较 

(a) 电镜 数据 模式 图 : 
大 亚 基 位 于 穆 个 分 
子 的 左 侧 , 细 强 代 
表 mRNA, 位 于 两 个 
亚 基 之 间 的 是 两 个 
tRNA 分 子 ; (b) 原核 
生物 70S 核糖 体 ( 相 
对 分 子 质量 2.7 x 10) 
和 真 核 生 物 80S 核 
糖 体 ( 相 对 分 子 质量 
4.2x 10), 
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四 (b) 原核 生物 核糖 体 。 真 核 生物 核糖 体 
70S M,2.7xX10° 80S M.4.2x10” 


60S 






M,2.8 X10° 


5S rRNA 
28S rRNA 


5.8S rRNA 
49 种 蛋白 质 


40S 






M,0.9 X10° M,1.4 X10° 
16S TRNA 18S TRNA 
21 种 蛋白 质 33 种 重 白质 





3. 核糖 体 RNA (rRNA) 

核糖 体内 的 rRNA 不 仅 是 核糖 体 的 重要 结构 成 分 ,也 是 核糖 体 发 挥 生理 功能 的 重要 
元 件 。 下 面 详细 介绍 各 类 rRNA 的 组 成 和 功能 特点 。 

(1) SS rRNA 细菌 SS rRNA 含有 120 个 核 苷 酸 ( 革 兰 氏 阴 性 菌 ) 或 116 个 核 苷 酸 ( 革 
兰 氏 阳性 菌 )。5S rRNA 有 两 个 高 度 保守 的 区 域 ,其 中 一 个 区 域 含 有 保守 序列 CGAAC， 
这 是 与 tRNA 分 子 Ty 由 C 环 上 的 GT 由 CG 序列 相互 作用 的 部 位 ,是 5S rRNA 与 tRNA 相 
互 识 别 的 序列 。 另 一 个 区 域 含有 保守 序列 GCGCCGAAUGGUAGU, 与 23S rRNA 的 中 
一 段 序列 互补 ,这 是 SS rRNA 与 50S 核糖 体 大 亚 基 相 互 作用 的 位 点 ,在 结构 上 有 其 重 
要 性 。 

(2) 16S rRNA ”该 IRNA 在 蛋白 质 的 合成 中 起 着 积极 作用 , 它 与 mRNA、50S 亚 基 以 及 
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P 位 和 A 位 的 tRNA 的 反 密 码 子 直接 作用 。 其 长 度 为 1 475 ~ 1 544 个 核 苷 酸 , 含 有 少量 
修饰 碱 基 。 该 分 子 虽然 可 被 分 成 几 个 区 ,但 全 部 压缩 在 30S 小 亚 基 内 。16S rRNA 的 结构 
十 分 保守 ,其 中 3' 端 一 段 ACCUCCUUA 的 保守 序列 ,与 mRNA 5' 端 翻译 起 始 区 富 含 味 叭 
的 序列 互补 。 在 16S rRNA 靠近 3' 端 处 还 有 一 段 与 23S rRNA 互补 的 序列 ,在 30S 与 50S 
亚 基 的 结合 中 起 作用 。 

(3) 23S rRNA 该 rRNA 基因 的 一 级 结构 包括 2 904 个 核 苷 酸 , 在 大 肠 杆菌 23S rRNA 
第 1 984 ~ 2 001 位 核 苷 酸 之 间 ,存在 一 段 能 与 :RNA” 序列 互补 的 片段 ,表明 核糖 体 大 亚 
基 23S rRNA 可 能 与 tRNA 的 结合 有 关 。 在 23S rRNA 靠近 5' 端 (第 143 ~ 157 位 核 苷 酸 
之 间 ) 有 一 段 12 个 核 苷 酸 的 序列 与 SS rRNA 上 第 72 ~ 83 位 核 苷 酸 互 补 ,表明 在 50S 大 亚 
基 上 这 两 种 RNA 之 间 可 能 存在 相互 作用 。 核 糖 体 50S 大 亚 基 上 约 有 20 种 蛋白 质 能 不 同 
程度 地 与 23S rRNA 相 结合 。 

(4) 5.8S rRNA ”是 真 核 生物 核糖 体 大 亚 基 特有 的 rRNA ,长 度 为 160 个 核 苷 酸 , 含 
有 修饰 碱 基 。 它 还 含有 与 原核 生物 5S rRNA 中 的 保守 序列 CGAAC 相同 的 序列 ,可 能 
是 与 tRNA 作用 的 识别 序列 ,这 说 明 5.8S rRNA 可 能 与 原核 生物 的 SS rRNA 具有 相似 
的 功能 。 

(5) 18S rRNA 酵母 18S rRNA 由 1 789 个 核 苷 酸 组 成 , 它 的 3' 端 与 大 肠 杆 菌 16S 
rRNA 有 广泛 的 同 源 性 .其 中 酵母 18S rRNA 大肠 杆菌 16S rRNA 和 人 线粒体 12S rRNA 在 3 
端 有 50 个 核 苷 酸 序列 相同 。 

(6) 28SrRNA 该 rRNA 长 度 为 3 890 ~4 500 bp, 目 前 还 不 清楚 其 功能 。 

从 上 述 讨论 中 可 以 看 出 rRNA 与 tRNA 及 mRNA 之 间 的 相互 关系 以 及 不 同 的 rRNA 
之 间 的 关系 ,这 种 关系 是 建立 在 序列 互补 或 同 源 的 基础 之 上 的 。 

4. 核糖 体 有 3 个 tRNA 结合 位 点 

氨基 酸 由 AA-tRNA 运送 到 核糖 体 上 并 通过 这 个 tRNA 与 携带 上 一 个 氨基 酸 的 tRNA 
的 相互 作用 ,将 新 的 氨基 酸 加 到 正在 生长 的 新 生 蛋 白质 链 上 。 核 糖 体 上 有 3 个 tRNA 结合 
位 点 ,分 别称 为 A 位 点 (aminoacyl site) 了 位 点 (peptidyl site) 和 下 位 点 (exit site)' 中 11 其中， 
A 位 点 是 新 到 来 的 AA-tRNA 的 结合 位 点 ;P 位 点 是 肽 酰 -tRNA(peptidyl-tRNA) 结 合 位 点 ; 
E 位 点 是 延伸 过 程 中 的 多 肽 链 转移 到 AA-tRNA 上 释放 tRNA 的 位 点 , 即 去 氨 酰 -tRNA 通 
过 下 位 点 脱出 ,被 释放 到 核糖 体外 的 细胞 质 基质 中 去 。 所 以 tRNA 的 移动 顺序 是 从 A 位 
点 到 P 位 点 再 到 下 位 点 ,通过 密码 子 与 反 密码 子 之 间 的 相互 作用 保证 反应 正 向 进行 而 不 
会 倒转 。 

由 于 tRNA 的 氨 酰 末端 被 定位 到 大 亚 | 
基 上 ,而 另 一 端的 反 密 码 子 与 结合 小 亚 基 的 | 
mRNA 相互 识别 ,所 以 ,每 一 个 tRNA 结合 位 
点 都 横 跨 核糖 体 的 两 个 亚 基 ,位 于 大 、 小 亚 基 
的 交界 面 。 











4.3 ”核糖 体 


图 4-11 核糖 体 的 
3 个 IRNA 结合 位 点 . 
即 A.P 和 F 位 点 


133 


134 


4.3.2 ”核糖 体 的 功能 


核糖 体 存在 于 每 个 进行 蛋白 质 合成 的 细胞 中 。 虽 然 在 不 同 生 物体 内 其 大 小 有 别 , 但 
组 织 结构 基本 相同 ,而 且 执行 的 功能 也 完全 相同 。 在 多 肽 合成 过 程 中 ,不 同 的 tRNA 将 相 
应 的 氨基 酸 带 到 蛋白 质 合成 部 位 ,并 与 mRNA 进行 专 一 性 的 相互 作用 ,以 选择 对 信息 专 
一 的 AA-tRNA。 核 糖 体 还 必须 能 同时 容纳 男 一 种 携带 肽 链 的 IRNA, 即 肽 酰 -tRNA ,并 使 
之 处 于 肽 键 易 于 生成 的 位 置 上 。 

核糖 体 包 括 多 个 活性 中 心 1, 即 mRNA 结合 部 位 .结合 或 接受 AA-tRNA 部 位 (A 
位 )、 结 合 或 接受 肽 酰 -tRNA 的 部 位 (P 位 ) 肽 基 转移 部 位 及 形成 肽 键 的 部 位 ( 转 肽 酶 中 心 )。 
此 外 ,还 应 有 负责 肽 链 延 伸 的 各 种 延伸 因子 的 结合 位 点 。 

核糖 体 小 亚 基 负责 对 模板 mRNA 进行 序列 特异 性 识别 ,如 起 始 部 分 的 识别 、 密 码 子 
与 反 密 码 子 的 相互 作用 等 ,mRNA 的 结合 位 点 也 在 此 亚 基 上 。 大 肠 杆 菌 中 与 翻译 的 真实 
性 有 关 的 蛋白 质 S4 及 S12 也 属 此 亚 基 。 大 亚 基 负责 携带 氨基 酸 及 tRNA 的 功能 ,包括 肽 
键 的 形成 .AA-tRNA 、 肽 酰 -tRNA 的 结合 等 。 


4.4 和 蛋白质 合成 的 生物 学 机 人 制 


蛋白 质 (protein) 一 词 从 希腊 文 “proteios” 衍生 而 来 的 ,是 指 按 重要 性 排列 居于 第 一 位 
的 东西 。 尽 管 现 已 证 明 核酸 是 生命 体内 最 基本 的 物质 ,因为 蛋白 质 的 合成 和 结构 最 终 都 
取决 于 核酸 ,但 蛋白 质 仍 是 生物 活性 物质 中 最 重要 的 大 分 子 组 分 ,生物 有 机 体 的 遗传 学 特 
性 仍然 要 通过 蛋白 质 来 得 到 表达 。 

蛋白 质 的 生物 合成 包括 氨基 酸 活化 . 肽 链 的 起 始 , 伸 长 .终止 以 及 新 合成 多 肽 链 的 折 
鸽 和 加 工 , 现 将 各 阶段 的 必需 成 分 列 于 表 4-10。 


表 4-10 重 门 质 合 成 各 阶段 的 主 此 成 分 简 表 


阶段 必需 组 分 
的 活化 20 和 3 酸 
20 种 氨 栈 -tRNA 合成 酶 
20 种 或 更 多 的 tRNA 
ATP .Mg 
2. 肽 链 的 起 始 mRNA 


N- 甲 酰 甲 太 氨 酰 -tRNA 
mRNA 上 的 起 始 密码 子 (AUG) 
核 村 体 小 亚 基 

核糖 体 大 亚 基 

GTP .Mg™ 

起 始 因 子 (IF-1 IF-2 IF-3) 
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续 表 





阶段 必需 组 分 
3. 肽 链 的 延伸 功能 核糖 体 (起 始 复合 物 ) 
AA-tRNA 
伸 长 因子 
GTP .Mg 
肽 其 转移 酶 
4. 肽 链 的 终止 GTP 


MRNA 上 的 终止 密码 子 
释放 因子 (RF-1.RF-2.RF-3) 
5. 折合 和 加 工 参与 起 始 氨基 酸 的 切除 ,修饰 等 加 工 过 程 的 酶 


4.4.1 氨基 酸 的 活化 


蛋白 质 的 生物 合成 是 以 氨基 酸 作为 基本 建筑 材料 的 , 且 只 有 与 tRNA 相 结合 的 氨 
基 酸 才能 被 准确 地 运送 到 核糖 体 中 ,参与 多 肽 链 的 起 始 或 延伸 。 去 4-11 是 蛋白 质 中 全 
部 20 种 氨基 酸 的 主要 特征 分 析 , 而 同 4-12 是 这 些 氨基 酸 的 结构 式 。 氨 基 酸 必须 在 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 的 作用 下 生成 活化 氨基 酸 一 一 AA-tRNA。 研 究 发 现 , 至 少 存在 20 种 以 
上 具有 氨基 酸 专 一 性 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ,能 够 识别 并 通过 氨基 酸 的 羧基 与 IRNA 3' 端 
腺 背 酸 核糖 基 上 3'-OH 缩水 形成 二 酯 键 。 同 一 氨 酰 -tRNA 合成 酶 具有 把 相同 氨基 酸 加 
到 两 个 或 更 多 个 带 有 不 同 反 密码 子 :RNA 分子 上 的 功能 。 


表 4-11 参与 蛋白 质 合成 的 20 种 氨基 酸 主要 特征 分 本 


氨基 酸 简称 相对 分 子 质量 pl 疏水 性 指数 “ 出 现 频率 
非 极 性 
带 脂肪 族 R 基 团 
甘氨酸 Gly G 75 5.97 —0.4 7.2 
再 氨 酸 Ala A 89 6.01 1.8 7.8 
绿 氨 酸 Val V 117 5.97 4.2 6.6 
亮 氨 酸 Leu L 131 5.98 3.8 9.1 
异 亮 氨 酸 De I 131 6.02 4.5 5.3 
甲 硫 氨 酸 Met M 149 5.74 1.9 2.3 
带 芳香 族 RR 基 团 
苹 丙 氨 酸 Phe F 165 5.48 2.8 3.9 
酷 氨 酸 Tyr Y 181 5.66 -1.3 3.2 
色 氨 酸 Tm w 204 5.89 —0.9 1.4 
极 性 
R 基 团 呈 中 性 
丝氨酸 Ser S 105 5.68 -0.8 6.8 
脐 氢 酸 Pro P 115 6.48 1.6 5.2 
苏 氨 酸 Thr F 119 5.87 -0.7 5.9 
半 胱 氨 酸 Cys 【eo 121 5.07 2.5 1.9 
天 冬 酰胺 Asn N 132 5.41 -3.5 4.3 
谷 氨 酰胺 Gin Q 146 5.65 -3.5 42 
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图 4-12 20 种 氨基 
酸 的 结构 
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氨基 酸 简称 相对 分 子 质 量 pl 玖 水 性 指数 ” 

R 基 团 带 正 电荷 

莫 氨 酸 Lys K 146 9.74 -3.9 
组 氨 酸 His H 155 7.59 -3.2 
精 氨 酸 Arg R 174 10.76 -4.5 
RR 基 团 带 负电 荷 

天 冬 氨 酸 Asp D 133 2.77 -3.5 
谷 氨 酸 Glu E 147 3.22 =-35 


* 负 值 表示 亲 水 性 , 正 值 表 示 朴 水 性 。 


非 极 性 ， 带 脂肪 族 R 基 团 
COO COO 


a We] 
HN-C-H HN-C-H 





甲 硫 氨 酸 异 亮 氨 酸 


极 性 ， 不 带电 荷 的 R 基 团 





Soo G00 900 
HIN-C-H HN-C -H HN-C-H 
SEOH FHC-on 
CH, SH 
丝氨酸 苏 氨 酸 半 胱 氨 酸 
Se Soo 9oo 
AR HN-C-H HN-C-H 
1 1 
Hy GH, SH; 
BRS CH， 
HN 0 St 
HN -© 
有 晴 氨 酸 天 冬 酰胺。 谷 氨 酰胺 


非 极 性 , 芳香 族 R 基 团 
COoO 900 


"Eh 
HN-C-H HN-C-H 


极 性 ， 带 负电 荷 的 R 基 团 





coo coo 
HN-C-H HN-C-H 
coo CH 

天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 





续 表 
出 现 频率 
5.9 


2.3 
5.1 


5.3 
6.3 


组 氨 酸 








tRNA 与 相应 氨基 酸 的 结合 是 蛋白 质 合成 中 的 关键 步骤 ,因为 只 要 tRNA 携带 了 正确 
的 氨基 酸 ,多 肽 合成 的 准确 性 就 相对 有 了 保障 。 
在 细菌 中 ,起 始 氨基 酸 是 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ,所 以 ,与 核糖 体 小 亚 基 相 结合 的 是 N- 甲 酰 


甲 硫 氨 酰 -tRNA”", 它 由 以 下 两 步 反 应 合成 


第 4 章 生物 信息 的 传递 (下 ) 


Met + tRNA™ + ATP 一 一 > Met-tRNA®”” + AMP + PPi 
然后 ,由 甲 酰 转 移 酶 转移 一 个 甲 酰 基 到 Met 的 氨基 上 。 
N"- 甲 酰 四 氢 叶 酸 + Met-tRNA” 一 -> 四 氧 叶酸 + fMet-tRNAY” 
真 核 生物 中 ,任何 一 个 多 肽 合成 都 是 从 生成 甲 硫 氨 酰 -tRNAi 开始 的 ,因为 甲 硫 氨 
酸 的 特殊 性 ,所 以 体内 存在 两 种 tRNA”“。 只 有 申 硫 氨 酰 -tRNAix” 才能 与 40S 小 亚 基 相 
结合 ,起 始 肽 链 合成 ,普通 tRNA 中 携带 的 甲 硫 氨 酸 只 能 被 挫 人 正在 延伸 的 肽 链 中 。 


4.4.2 ”翻译 的 起 始 


蛋白 质 合成 的 起 始 需要 核糖 体 大 小 亚 基 ,起 始 tRNA 和 几 十 个 蛋白 因子 的 参与 ,在 模 
板 mRNA 编码 区 5' 端 形成 核糖 体 -mRNA- 起 始 IRNA 复合 物 并 将 甲 酰 甲 硫 氨 酸 放 人 核 
糖 体 P 位 点 。 

原核 生物 的 起 始 tRNA 是 fMet-tIRNAS , 真 核 生物 是 Met-tRNA”"。 原 核 生 物 中 30S 
小 亚 基 首先 与 mRNA 模板 相 结 合 ,再 与 {Met-tRNA”" 结合 ,最 后 与 50S 大 亚 基 结合 。 而 
在 真 核 生 物 中 ,40S 小 亚 基 首先 与 Met-tRNA” 相 结 合 ,再 与 模板 mRNA 结合 ,最 后 与 60S 
大 亚 基 结合 生成 80S*mRNA*Met-tRNA” 起 始 复合 物 。 起 始 复合 物 的 生成 除了 需要 GTP 
提供 能 量 外 ,还 需要 Mg”* NH 及 3 个 起 始 因子 (IF-1 IF-2 IF-3)。 起 始 因子 与 30S 小 亚 
基 的 结合 较为 松散 ,用 1 mol/L NHsCl 处 理 即 可 使 之 游离 。 

1. 原核 生物 翻译 的 起 始 

细菌 中 翻译 的 起 始 需 要 如 下 7 种 成 分 : 

(1) 30S 小 亚 基 ; 

(2) 模板 mRNA; 

(3) {Met-tRNA™; 

(4) 3 个 翻译 起 始 因 子 ,IF-1\IF-2 和 IF-3; 

(5) GTP; 

(6) 50S 大 亚 基 ; 

(7) Mpg。 

翻译 起 始 又 可 被 分 成 3 步 (4-13), 

第 一 步 ,30S 小 亚 基 首先 与 翻译 起 始 因 子 IF-1 .IF-3 结合 ,通过 SD 序列 与 mRNA 模 
板 相 结 合 。 

第 二 步 ,在 下 -2 和 GTP 的 帮助 下 ,fMet-tRNA”™ 进入 小 亚 基 的 P 位 点 ,tRNA 上 的 反 
密码 子 与 mRNA 上 的 起 始 密码 子 配对 。 

第 三 步 , 带 有 tRNA .mRNA 3 个 翻译 起 始 因子 的 小 亚 基 复 合 物 与 S0S 大 亚 基 结合 ， 
GTP 水 解 ,释放 翻译 起 始 因子 。 

30S 亚 基 具 有 专 一 性 的 识别 和 选择 mRNA 起 始 位 点 的 性 质 ,而 IF-3 能 协助 该 亚 基 
完成 这 种 选择 。 研 究 发 现 ,30S 亚 基 通过 其 16S rRNA 的 3 末端 与 mRNA 5$' 端 起 始 密 
码 子 上 游 碱 基 配 对 结合 。Shine 及 Dalgarno 等 证 明 几 乎 所 有 原核 生物 mRNA 上 都 有 一 
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图 4-13 翻 诺 起 始 


复合 物 的 形成 





308 小 亚 基 








GDP+P, 


@@.@ 人 @ 

















多 (A) 都 参与 形成 翻 详 起 始 复 合 物 . 


个 5-AGGAGGU-3' 序 列 , 这 个 富 
味 叭 区 被 命名 为 SD 序列 (Shine- 
Dalgarno sequence), 它 与 30S 亚 基 上 
16S rRNA 3' 未 端的 富 喀 啶 区 序列 一 
GAUCACCUCCUUA-3' 相 互补 各 4 

各 种 mRNA 的 核糖 体 结合 位 点 
中 能 与 16S rRNA 配对 的 核 苷 酸 数 目 
及 这 些 核 苷 酸 到 起 始 密码 子 之 间 的 
距离 是 不 一 样 的 ,反映 了 起 始 信号 的 
不 均一 性 。 一 般 说 来 ,相互 补 的 核 苷 
酸 越 多 ,30S 亚 基 与 mRNA 起 始 位 点 
结合 的 效率 也 越 高 。 互 补 的 核 背 酸 与 
AUG 之 间 的 距离 也 会 影响 mRNA- 核 
糖 体 复合 物 的 形成 及 其 稳定 性 。 

细菌 核糖 体 中 只 有 fMet-tRNA™* 
能 与 第 一 个 P 位 点 相 结 合 ,其 他 所 有 
tRNA 都 必须 通过 A 位 点 到 达 P 位 点 ， 
再 由 下 位 点 离开 核糖 体 。 

已 知 IF-2 对 于 30S 起 始 复合 物 
与 50S 亚 基 的 连接 是 必需 的 ,而 IF-1 
则 在 70S 起 始 复合 物 生成 后 促进 
IF-2 的 释放 ,从 而 完成 蛋白 质 合 成 的 
起 始 过 程 。 

2. 真 核 生物 翻译 的 起 始 

真 核 生 物 蛋 白质 生物 合成 的 起 
始 机 制 与 原核 生物 基本 相同 ,其 差异 
主要 是 核糖 体 较 大 ,有 较 多 的 起 始 
因子 参与 ,其 mRNA 具有 mGpppNp 
帽子 结构 ,Met-tRNA 不 甲 酰 化 ， 
mRNA 分 子 5 端的 “帽子 ” 和 3' 端的 


有 实验 说 明 帽 子 结构 能 促进 起 始 反 应 ,因为 核糖 体 上 有 专 一 位 点 或 因子 识别 mRNA 
的 帽子 ,使 mRNA 与 核糖 体 结合 时 4-15。 帽子 在 mRNA 与 40S 亚 基 结合 过 程 中 还 起 稳定 
作用 。 实 验 表明 , 带 帽 子 的 mRNA 5' 端 与 18S rRNA 的 3' 端 序列 之 间 存 在 不 同 于 SD 序列 


的 碱 基 配 对 型 相互 作用 。 
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{a) Ecolitrp4A (5)AG C AC EGG G AAAUCTUG RE G AAACGCUAC(3) 
E.coliaraB UUUGGATUEEEGOG UG AAAC G EGGCGAUUGCA 
E.colilac1 CAAUUCAGIMEOSGBGAAUBESGAAACCAGUA 

OX174A 和 蛋白 AAUCUUEEGG CUUUU UU USESGG UUCGUUCU 
和 鹃 菌 体 cro 蛋 白 AUGUAC IRON U GU Wa G AACAACGC 


fMet 
SD 序列 与 16S rRNA 结合 起 始 密码 子 与 fMet-tRNA “结合 


(b) OH G 
| A 

16STRNA 合 8 

3 端 UccUCCA 


天 基 大 车 基 县 本 


(SIGAUUCC UME U UGAC CU EECG AGCUUUUAGUG) 








图 4-14 细菌 mRNA 分 子 上 往往 存在 一 个 与 16s rRNA 3 冰 相 互补 的 SbD 序列 
40S 起 始 复合 物 形成 过 程 中 有 “六 一 一 
一 种 蛋白 因子 一 一 帽子 结合 蛋白 40S 核 精 体 小 亚 基 


(elF-4E), 能 专 一 地 识别 mRNA 的 帽子 
结构 ,与 mRNA 的 5' 端 结合 生成 蛋白 
质 -mRNA 复合 物 , 并 利用 该 复合 物 对 
eIF-3 的 亲和力 与 含有 elF-3 的 40S 亚 
基 结 合 。 

除了 帽子 结构 以 外 ,40S 小 亚 基 还 
能 识别 mRNA 上 的 起 始 密码 子 AUG。 
Kozak 等 提出 了 一 个 “扫描 模型 "来 解释 | 
408 亚 基 对 mRNA 起 始 密 码 子 的 识别 作 
用 。 按 照 这 个 模型 ,40S 小 亚 基 先 结合 在 mRNA 5' 端的 任何 序列 上 ,然后 沿 mRNA 移动 直 
至 遇 到 AUG 发 生 较 为 稳定 的 相互 作用 ,最 后 与 60S 亚 基 一 道生 成 80S 起 始 复合 物 。40S 小 
亚 基 之 所 以 能 在 AUG 处 停 下 ,可 能 是 由 于 Met-tRNAi 的 反 密 码 子 与 AUG 配对 的 结果 。 

起 始 过 程 中 mRNA 与 40S 小 亚 基 结合 时 还 需要 ATP, 这 可 能 是 因为 蛋白 质 合 成 中 消 
除 mRNA 二 级 结构 是 一 个 耗 能 过 程 , 需 由 ATP 水 解 提 供 能 量 。 另 外 根据 “扫描 模型 ”, 在 
40S 亚 基 沿 mRNA 移动 过 程 中 也 需要 能 量 。 





4.4.3 ” 肽 链 的 延伸 


与 翻译 的 起 始 不 同 ,蛋白 质 延 伸 机 制 在 原核 细胞 和 真 核 细 胞 之 间 是 非常 相似 的 。 起 
始 复 合 物 生成 ,第 一 个 氨基 酸 (fMet/Met-tRNA) 与 核糖 体 结合 以 后 , 肽 链 开始 伸 长 。 按 照 
mRNA 模板 密码 子 的 排列 ,氨基 酸 通 过 新 生 肽 键 的 方式 ' 四 +, 被 有 序 地 结合 上 去 。 肽 链 
延伸 由 许多 循环 组 成 ,每 加 一 个 氨基 酸 就 是 一 个 循环 ,每 个 循环 包括 AA-tRNA 与 核糖 体 
结合 . 肽 键 的 生成 和 移 位 - 
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图 4-15 


盘 起 牛 物 


翻译 起 始 复合 物 的 


形成 
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图 4-16 多肽 链 | 
肽 键 的 形成 :缩合 
反应 


图 4-17 细 萌 中 
肽 链 延 仲 的 第 

步 反 应 :第 二 个 氮 
院 -IRNA 的 结合 

该 毛 酰 -tRNA 首先 
与 EF-Tu*GTP 形 成 
复合 物 ,进入 核糖 体 的 
A 位 点 ,水 解 产生 GDP 
并 在 EF-Ts 的 作用 下 
释放 GDP 并 使 EF-Tu 
结合 另 一 分 子 GTP, 进 
入 新 一 轮 循 环 - 
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R! 


H R’ 


| U 1 
HN-CH-G -OH + H-N-CH-COO 


0 


mo 个 0 


R! 


H R: 
U 


人 这 证 1 = 
HIN-CH-C -N-CH-COO 


0 








1. 后 续 AA-tRNA 与 核糖 体 结合 

起 始 复 合 物 形成 以 后 ,第 二 个 AA-tRNA 在 
延伸 因子 EF-Tu 及 GTP 的 作用 下 ,生成 AA- 
tRNA*EF-Tu*GTP 复合 物 ,然后 结合 到 核糖 体 的 
A 位 点 上 。 这 时 GTP 被 水 解释 放 , 通 过 延伸 因子 
EF-Ts 再 生 GTP, 形 成 EF-Tu*CTP 复合 物 , 进 入 新 
一 轮 循环 图 4-17 : 








第 二 个 氨 酰 -tRNA 
与 核糖 体 A 位 点 结合 
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模板 上 的 密码 子 决定 了 哪 种 AA-tRNA 能 被 结合 到 A 位 点 上 。 由 于 EF-Tu 只 能 与 
fMet-tRNA 以 外 的 其 他 AA-tRNA 起 反应 ,所 以 起 始 tRNA 不 会 被 结合 到 A 位 点 上 ,这 就 
是 mRNA 内 部 的 AUG 不 会 被 起 始 tRNA 读 出 , 肽 链 中 间 不 会 出 现 甲 酰 甲 硫 氨 酸 的 原因 。 

2. 肽 键 的 生成 

经 过 上 一 步 反 应 后 ,在 核糖 体 .mRNA.AA-tRNA 复合 物 中 ,AA-tRNA 占据 A 位 点 ， 
fMet-tRNA” 占据 P 位 点 。 在 肽 基 转 移 酶 (peptidyl transferase) 的 催化 下 ,A 位 点 上 的 
AA-tRNA 转移 到 了 位 点 ,与 {Met-tRNA”” 上 的 氨基 酸 生 成 肽 键 鸟 +1。 起 始 tRNA 在 完 
成 使 命 后 离开 核糖 体 P 位 点 ,A 位 点 准备 接受 新 的 AA-tRNA ,开始 下 一 轮 合成 反应 。 





fMet-tIRNAT 











4.4 蛋白质 合 成 的 生物 学 机 制 


图 4-18 ”细菌 中 肽 
链 延伸 的 第 二 步 反 
应 : 肽 链 的 生成 
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图 4-19 细菌 中 改 
链 延 伸 的 第 二 步 及 
1Y: 移 位 

核糖 体 通 过 EF-G 介 
导 的 GTP 水 解 所 提供 
的 能 量 向 mRNA 模板 
3' 末端 移动 一 个 密码 
子 ,使 二 肽 酰 -tRNA 
完全 进入 P 位 点 ,准备 
开始 新 一 轮 肽 链 延 伸 。 
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3. 移 位 

肽 键 延伸 过 程 中 最 后 一 步 反 应 是 移 位 , 即 核糖 体 向 mRNA 3' 端 方向 移动 一 个 密码 
子 ! 几 4-09)。 此 时 , 仍 与 第 二 个 密码 子 相 结合 的 二 肽 酰 -tRNA, 从 A 位 点 进入 P 位 点 ,去 氨 
酰 -tRNA 被 挤 入 下 位 点 ,mRNA 上 的 第 三 位 密码 子 则 对 应 于 A 位 点 。EF-G 是 移 位 所 必 
需 的 蛋白 质 因子 , 移 位 的 能 量 来 自 另 一 分 子 GTP 水 解 。 

















© 


+ GDP +P, 


A 位 点 





新 进入 的 毛 酰 -tRNA，、 





核糖 体 移动 方向 
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用 味 叭 霉 素 作 为 抑制 剂 做 实验 表明 ,核糖 体 沿 mRNA 移动 与 肽 酰 -tRNA 的 移 位 这 两 
个 过 程 是 偶 联 的 。 

肽 链 延 伸 是 由 许多 个 这 样 的 反应 组 成 的 ,原核 生物 中 每 次 反应 共 需 3 个 延伸 因子 ， 
EF-Tu、EF-Ts 及 EF-G, 它 们 都 具有 GTP 酶 的 活性 ,EF-Tu 和 EF-Ts 能 够 促进 AA-tRNA 
进入 A 位 点 ,EF-G 则 促进 移 位 和 印 载 :iRNA 的 释放 。 真 核 生 物 细胞 需 EF-1( 对 应 于 
EF-Tu 和 EF-Ts) 及 EF-X 相 当 于 EF-G), 消 耗 2 个 GTP, 向 生长 中 的 肽 链 加 上 一 个 氨基 酸 。 


4.4.4” 肽 链 的 终止 


肽 链 的 延伸 过 程 中 , 当 终 止 密码 子 UAA、UAG 或 UGA 出 现在 核糖 体 的 A 位 点 时 , 没 
有 相应 的 AA-tRNA 能 与 之 结合 ,而 释放 因子 (release factor,RF) 能 识别 这 些 密码 子 并 与 
之 结合 ,水 解 P 位 点 上 多 肽 链 与 IRNA 之 间 的 二 酯 键 。 接 着 ,新 生 的 肽 链 和 tRNA 从 核糖 
体 上 释放 ,核糖 体 大 、 小 亚 基 解 体 ,蛋白 质 合成 结束 。 释 放 因子 具有 GTP 酶 活性 , 它 催化 
GTP 水解 ,使 肽 链 与 核糖 体 解 离 。 

释放 因子 有 两 类 : 工 类 释放 因子 识别 终止 密码 子 , 并 能 催化 新 合成 的 多 肽 链 从 P 位 点 
的 tRNA 中 水 解释 放出 来 ; [类 释放 因子 在 多 肽 链 释 放 后 刺激 类 释放 因子 从 核糖 体 中 
解 离 出 来 。 细 菌 细胞 内 存在 3 种 不 同 的 释放 因子 (RF1、RF2、RF3), 其 中 ,RF1 和 RF2 为 
I 类 释放 因子 。RF1 能 识别 UAG 和 UAA,RF2 识别 UGA 和 UAA。 一 旦 RF 与 终止 密码 
子 相 结合 ,它们 就 能 诱导 肽 基 转 移 酶 把 一 个 水 分 子 而 不 是 氨基 酸 加 到 延伸 中 的 肽 链 上 。 
RF3 为 了 类 释放 因子 ,与 核糖 体 的 解体 有 关 。 真 核 细胞 的 I 类 和 类 释放 因子 分 别 只 有 
一 种 ,eRF1 和 eRF3。 工 类 释放 因子 eRF1 能 够 识别 3 个 终止 密码 子 。 

综 上 所 述 ,蛋白 质 翻 译 是 一 个 循环 进行 的 过 程 ,每 一 个 循环 包括 大 、 小 亚 基 之 间 及 其 
与 mRNA 的 结合 ,翻译 mRNA ,然后 各 自分 离 。 这 种 结合 和 分 离 称 为 核糖 体循环 "20。 
当 mRNA 和 起 始 tRNA 结合 于 游离 的 小 亚 基 上 ,翻译 过 程 就 开始 了 ,这 个 小 亚 基 -mRNA 





图 4-20 强 扬 质 翻 
详 过 程 总 览 
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图 4-21 真 核 绚 胞 
中 发 现 的 多 人 核 糙 体 
现象 


图 4-22 新 生 重 归 
质 经 蛋白 旺 切 割 后 
变 成 有 功能 的 成 熟 
焉 向 质 

左 : 新 生 蛋 白质 在 去 
掉 N 端 一 部 分 残 基 后 
变 成 有 功能 的 蛋白 质 ; 
右 : 某 些 病 毒 或 细菌 可 
合成 无 活性 的 多 聚 蛋 
白质 ,经 蛋白 酶 切割 后 
成 为 有 活性 的 蛋白 质 。 





新 生成 的 核 鳍 体 亚 基 
“Qh 

A—A 
“N 


RN 
mm HL 


is 
伸 长 中 的 多 肽 链 












+NH) 


翻译 方向 


‘NH;, 








4.4.5 蛋白 质 前 体 的 加 工 


复合 物 随后 就 能 吸引 大 亚 基 结 合 ,从 而 形成 完整 
的 .结合 有 mRNA 的 核糖 体 。 蛋 白质 合成 开始 ， 
从 mRNA 的 5' 端 起 始 密 码 子 向 3' 端 移动 。 当 核 
糖 体 从 一 个 密码 子 移 位 到 另 一 个 密码 子 , 一 个 接 
一 个 的 活化 tRNA 就 进入 核糖 体 的 解码 和 上 肽 基 转 
移 酶 中 心 。 当 核糖 体 遇 到 终止 密码 子 时 ,已 合成 
的 多 肽 链 就 被 释放 出 来 ,核糖 体 大 ,小 亚 基 分 离 ， 
各 自 离开 mRNA。 这 些 已 分 离 的 亚 基 就 可 以 结合 
到 新 的 mRNA 分 子 上 ,开始 下 一 轮 蛋 白质 合成 的 
循环 。 

体外 反应 体系 中 ,核糖 体 的 解 离 或 结合 取决 
于 离子 浓度 。 在 大 肠 杆 菌 内 ,Mg 浓度 在 10”mol/L 
以 下 时 ,70S 解 离 为 亚 基 , 浓 度 达 10?molL 时 则 形 
成 稳定 的 70S 颗粒 。 虽 然 一 个 核糖 体 一 次 只 能 合 
成 一 条 多 肽 ,但 每 个 mRNA 分 子 却 能 同时 被 多 个 
核糖 体 结合 进行 翻译 。 结 合 多 个 核糖 体 的 mRNA 
称 为 多 核糖 体 (polyribosome 或 polysome ,图 4-21)。 
由 于 核糖 体 的 体积 巨大 ,mRNA 链 上 一 般 每 80 个 
核 苷 酸 结合 一 个 核糖 体 。 如 此 ,一 个 mRNA 分 子 


能 够 利用 大 批 核糖 体 同 时 指导 多 个 多 肽 链 的 合成 。 


新 生 的 多 肽 链 大 多 数 是 没有 功能 的 ,必须 经 过 加 工 修饰 才能 转变 为 有 活性 的 蛋白 质 。 


1. N 端 fMet 或 Met 的 切除 


细菌 蛋白 质 氨基 端的 甲 酰基 能 被 脱 甲 酰 化 酶 水 解 ,不 管 是 原核 生物 还 是 真 核 生 物 ,N 
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端的 甲 硫 氨 酸 往往 在 多 肽 链 合 成 完毕 之 前 就 被 切除 。 有 些 动物 病毒 如 冰 髓 灰质 炎 病 毒 的 
mRNA 可 翻译 成 很 长 的 多 肽 链 , 含 多 种 病毒 蛋白 ,经 蛋白 酶 在 特定 位 置 上 水 解 后 得 到 几 个 


有 功能 的 蛋白 质 分 子 
二 
C 
ce 多 全 重 白 质 的 切割 
znN 人 | 
的 小 及 | | 1 | 
活动 重 白质 3 个 有 活性 的 重 白质 





2. 二 硫 键 的 形成 

mRNA 中 没有 胱 氨 酸 的 密码 子 , 而 不 少 蛋白 质 都 含有 二 硫 键 ,这 是 蛋白 质 合成 后 通过 两 
个 半 胱 氨 酸 的 氧化 作用 生成 的 。 二 硫 键 的 正确 形成 对 稳定 蛋白 的 天 然 构象 具有 重要 的 作用 。 

3. 特定 氨基 酸 的 修饰 

氨基 酸 侧 链 的 修饰 作用 包括 磷酸 化 (如 核糖 体 蛋 白 ), 糖 基 化 (如 各 种 糖 蛋白 ). 甲 基 化 
(如 组 蛋白 .肌肉 蛋白 质 )、 乙 本 化 (如 组 蛋白 ),. 泛 素 化 (多 种 蛋白 ),. 羟 基 化 (如 胶原 蛋白 ) 和 
羧基 化 等 。 闵 4-23 是 生物 体内 最 普通 发 生 修饰 作用 的 氨基 酸 残 基 及 其 修饰 产物 ,如 在 第 
二 章 中 所 介绍 的 ,组 蛋白 N 端 35 个 残 基 中 可 能 出 现 包 括 磷酸 化 . 甲 基 化 .乙酰 化 和 泛 素 
化 在 内 的 多 种 修饰 。 糖 蛋白 主要 是 通过 蛋白 质 侧 链 上 的 天 冬 氨 酸 .丝氨酸 . 苏 氨 酸 残 基 加 
上 糖 基 形 成 的 ,胶原 蛋白 上 的 且 氨 酸 和 赖 氨 酸 多 数 是 羟基 化 的 。 实 验证 明 , 内 质 网 可 能 是 
蛋白 质 N- 糖 基 化 的 主要 场所 中 42 。 





(a) 
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(1) 磷酸 化 (phosphorylation) 主要 由 多 种 蛋白 激酶 催化 ,发 生 在 丝氨酸 、 苏 氨 酸 和 酷 
氨 酸 等 3 种 氨基 酸 的 侧 链 。 

(2) 糖 基 化 (glycosylation) 是 真 核 细胞 蛋白 质 的 特征 之 一 。 大 多 数 糖 基 化 是 由 内 质 
网 中 的 糖 基 化 酶 (glycosylase) 催化 进行 的 。 所 有 的 分 泌 和 蛋白 和 膜 蛋白 几乎 都 是 糖 基 化 蛋 
白质 。 

(3) 甲 基 化 (methylation) 蛋白质 的 甲 基 化 是 由 N- 甲 基 转移 酶 催化 的 ,该 酶 主要 存 
在 于 细胞 质 基 质 内 。 甲 基 化 包括 发 生 在 Arg、His 和 Gln 的 侧 基 的 N- 甲 基 化 以 及 Glu 和 
Asp 侧 基 的 O- 甲 基 化 。 
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图 4-23 生物 体内 
最 常见 的 被 修饰 的 氨 
革 酸 及 此 修 饰 产 物 
(a) 磷酸 化 ; (b) 凑 基 化 ; 
(c) 甲 基 化 。 
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图 4-24 和 蛋白质 通 
过 其 NN 端的 信号 上 肽 
在 内 质 网 中 运转 到 | 
不 问 的 细胞 器 | 





CDN- 乙 酰 葡 糖 肪 


侈 甘露 糖 仿 荀 药 糖 


| 细胞 质 基质 








(4) 乙酰 化 (acetylation) N- 乙酰 转移 酶 催化 多 肽 链 的 N 端 乙酰 化 。 发 生 在 赖 氨 酸 
侧 链 上 的 e-NH:。 

4. 切除 新 生 肽 链 中 的 非 功能 片段 

新 合成 的 胰岛 素 前 体 是 前 胰岛 素 原 ,必须 先 切 去 信号 肽 变 成 胰岛 素 原 ,再 切 去 B- 
肽 , 才 变 成 有 活性 的 胰岛 素 '*”，。 不 少 多 肽 类 激素 和 酶 的 前 体 都 要 经 过 加 工 才 能 变 为 
活性 分 子 , 如 血 纤维 蛋白 原 . 胰 蛋白 酶 原 经 过 加 工 切 去 部 分 肽 段 才能 成 为 有 活性 的 血 纤 
维 蛋 白 \ 胰 蛋白酶 。 蜂 毒素 能 溶解 动物 细胞 ,也 能 溶解 蜜蜂 自身 的 细胞 ,所 以 只 能 在 细胞 
内 合成 没有 活性 的 前 毒素 ,分 泌 进 入 刺 吸 器 后 ,其 N 端 的 22 个 氨基 酸 残 基 被 蛋白 酶 水 解 ， 
生成 有 毒性 的 功能 蛋白 质 。 一 般 说 来 ,由 多 个 肽 链 及 其 他 辅助 成 分 构成 的 蛋白 质 ,在 多 肽 
链 合成 后 还 需 经 过 多 肽 链 之 间 以 及 多 肽 链 与 辅 基 之 间 的 聚合 过 程 ,才能 成 为 有 活性 的 蛋 
白质 。 


4.4.6 ”蛋白 质 的 折 倒 


由 核糖 体 合成 的 所 有 新 生 肽 链 必 须 通 过 正确 的 折 芭 才能 形成 动力 学 和 热力 学 稳定 的 
三 维 构象 ,从 而 表现 出 生物 学 活性 或 功能 。 因 此 ,可 以 说 蛋白 质 折 释 是 翻译 后 形成 功能 蛋 
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信号 及 A 链 B 链 


| C 链 
Wi 前 胰岛 素 原 


前 切 
去 掉 信 号 肽 





胰岛 素 原 


二 硫 键 的 形成 














白质 的 必 经 阶段 。 如 果 蛋 白质 折 释 错误 ,其 生物 学 功能 就 会 受到 影响 或 丧失 ,严重 者 甚至 
会 引起 疾病 。 新 合成 的 蛋白 质 分 子 如 何 形成 具有 功能 的 空间 结构 ? 蛋白 质 的 结构 与 功能 
的 关系 等 问题 成 为 结构 生物 学 研究 的 热点 。 

多 肽 链 的 折 释 是 一 个 复杂 的 过 程 ,新 生 多 肽 一 般 首 先 折 码 成 二 级 结构 ,然后 再 进 一 
步 折 胎盘 绕 成 三 级 结构 。 对 于 单 链 多 肽 蛋白 质 , 三 级 结构 就 已 具有 蛋白质 的 功能 ;对 于 
罕 聚 蛋白 质 , 一 般 需 要 进一步 组 装 成 更 为 复杂 的 四 级 结构 ,才能 表现 出 天 然 蛋 白 的 活性 
或 功能 。 

有 些 蛋 白质 只 有 在 另 一 些 蛋 白质 存在 的 情况 下 才能 正确 完成 折 秋 过程 ,形成 功 
能 蛋白 质 。 分 子 伴侣 (molecular chaperone) 是 日 前 研究 比较 多 的 能 够 在 细胞 内 辅助 
新 生 上 肽 链 正 确 折 个 的 蛋白 质 。 它 是 一 类 序列 上 没有 相关 性 但 有 共同 功能 的 保守 性 蛋 
白质 ,它们 在 细胞 内 能 帮助 其 他 多 肽 进行 正确 的 折合 、 组 装 、 运 转 和 降解 。 目 前 认为 
细胞 内 至 少 有 两 类 分 子 伴侣 家 族 , 即 热 休 克 和 蛋白 (heat shock protein) 家 族 和 伴侣 素 
(chaperonin)。 

(1) 热 休克 蛋白 ” 它 是 一 类 应 激 反 应 性 蛋白 ,包括 HSP70.HSP40 和 GrpE 三 个 家 族 ， 
广泛 存在 于 原核 及 真 核 细胞 中 。 三 者 协同 作用 ,促使 某 些 能 自发 折合 的 蛋白 质 正 确 折 
释 形 成 天 然 空间 构象 。 


4.4 蛋白 质 合成 的 生物 学 机 制 


图 4-25 ”前 胰岛 素 
永 仿 自 柄 详 后 成 熟 


过 程 术 意图 
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图 4-26 岂 种 常见 
蛋白 质 合 成 抑制 剂 
的 化 学 结构 式 


(2) 伴侣 素 包括 HSP60 和 HSP10( 原 核 细 胞 中 的 同 源 物 分 别 为 CroEL 和 GroES), 它 
主要 是 为 非 自发 性 折 释 蛋白 提供 能 折 和 又 形 成 天 然 结构 的 微 环 境 。 

分 子 伴侣 在 新 生 肽 链 折 释 中 主要 通过 防止 或 消除 肽 链 的 错误 折 释 ,增加 功能 性 蛋白 
质 折 胎 产 率 来 发 挥 作用 ,而 并 非 加 快 折 全 反应 速度 。 分 子 伴侣 本 身 并 不 参与 最 终 产物 的 
形成 。 


4.4.7 蛋白 质 合成 的 抑制 剂 


蛋白 质 生物 合成 的 抑制 剂 主要 是 一 些 抗生素 ,如 味 叭 霉 素 . 链 霉 素 .四环素 . 氯 霉 素 、 
红 霉 素 等 ,此 外 ,如 5- 甲 基色 氨 酸 、 环 已 亚 胺 .白喉 毒素 .干扰 素 . 曹 麻 蛋白 和 其 他 核糖 体 
灭 活 蛋 白 等 都 能 抑制 蛋白 质 的 合成 。 这 些 抑 制剂 不 仅 对 于 研究 蛋白 质 的 合成 机 制 十 分 重 
要 ,也 是 在 临床 上 治疗 细菌 感染 的 重要 药物 。 

抗生素 对 蛋白 质 合成 的 作用 可 能 是 阻止 mRNA 与 核糖 体 结合 ( 毛 霉 素 ), 或 阻止 AA- 
tRNA 与 核糖 体 结 合 (四 环 素 类 ), 或 干扰 AA-tRNA 与 核糖 体 结合 而 产生 错 读 ( 链 霉 素 .新 
链 素 . 卡 那 血 素 等 ), 或 作为 竞争 性 抑制 剂 抑制 蛋白 质 合成 。 

链 霉 素 是 一 种 碱 性 三 糖 ,可 以 多 种 方式 抑制 原核 生物 核糖 体 ,能 干扰 fMet-tRNA 
与 核糖 体 的 结合 ,从 而 阻止 蛋白 质 合 成 的 正确 起 始 ,也 会 导致 mRNA 的 错 读 。 若 以 
多 (U) 作 模板 , 则 除 葵 丙 氨 酸 (UUU) 外 , 异 亮 氨 酸 (AUU) 也 会 被 摊 人 。 用 抗 链 霉 素 
细菌 的 50S 亚 基 及 对 链 霉 素 敏 感 细菌 的 30S 亚 基 重 组 获得 的 核 精 体 对 链 霉 素 是 敏感 
的 ,而 用 敏感 菌 的 50S 亚 基 及 抗 性 菌 的 30S 亚 基 组 成 的 核糖 体 对 链 霉 素 有 抗 性 ,表明 
链 霉 素 的 作用 位 点 在 30S 亚 基 上 。 图 4-26 是 几 种 常见 蛋白 质 合成 抑制 剂 的 化 学 结 
构 式 。 


GH CH 
CHOH NH-—C—CHCI, 
OH 1 i 
ON SH-SH 0 
| CONH, OH 9H， 
OH 0 OH 0 OH 
| 四 环 素 毛 窒 素 
| a 
| HN-C-NH H 
| CH 2 
H NH—C—NH, 
HC 0 
CHOH H 9 H 
尼 H OH 
2 
HO CH 
CHOH H \0 HY: 
H CHN 
| ON 一 0 
H OH H CHO 
环 己 亚 胺 链 客 起 
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味 叭 霉 素 是 AA-tRNA 的 结构 类 似 物 ,不 需要 延伸 因子 就 可 以 结合 在 核糖 体 的 A 位 
点 上 ,抑制 AA-tRNA 的 进入 。 它 所 带 的 氨基 与 AA-tRNA 上 的 氨基 一 样 ,能 与 生长 中 的 
肽 链 上 的 羧基 反应 生成 肽 键 , 这 个 反应 的 产物 是 一 条 3' 羧基 端 挂 了 一 个 味 叭 霉 素 残 基 的 
小 肽 , 肽 酰 嘎 叭 霉 素 随后 从 核糖 体 上 解 离 出 来 ,所 以 野 叭 霉 素 是 通过 提前 释放 肽 链 来 抑制 
蛋白 质 合成 的 +71。 





(a) (b) 
A 位 点 


P 位 点 
肽 酰 -tRNA 味 叭 人 每 素 @ 














此 外 ,青霉素 ,四环素 和 红 霉 素 只 与 原核 细胞 核糖 体 发 生 作 用 ,从 而 阻 遏 原核 生物 蛋 
白质 的 合成 ,抑制 细菌 生长 。 氧 霉 素 和 味 叭 每 素 既 能 与 原核 细胞 核糖 体 结合 ,又 能 与 真 核 
生物 核糖 体 结合 ,妨碍 细胞 内 蛋白 质 合 成 ,影响 细胞 生长 。 因 此 ,前 3 种 抗生素 被 广泛 用 
于 人 类 医学 ,后 两 种 则 很 少 在 医学 上 使 用 。 氯 霉 素 虽 然 有 时 也 用 于 治 病 ,但 医生 只 在 前 3 
种 抗生素 均 不 见效 时 才 使 用 ,剂量 和 周期 也 控制 较 严 。 表 4-12 总 结 了 上 述 各 种 抗生素 影 
响 翻 译 的 相关 特点 。 


4.4 ”蛋白 质 合成 的 生物 学 机 制 


图 4-27 呵 叭 窒 素 
抑制 货 白 质 合成 的 
分 子 机 刺 

(a) 坚 叭 夫 素 的 结构 类 
似 于 氨 酰 -tRNA, 能 
与 核糖 体 A 位 点 相 结 
合 ; (b) 肽 酰 夸 吟 老 素 。 
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表 4-12 不 同 抗生素 的 靶 标 以 及 所 产生 的 后 果 





抗生素 / 毒素 目标 细胞 分 子 目标 后 果 

氧 韦 素 原核 细胞 50S 亚 某 的 肽 基 转移 酶 中 心 。 阻 断 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 为 进行 肽 基 转 移 反 
应 的 正确 定位 

四 环 素 诛 核 细胞 30S 亚 基 A 位 点 抑制 氨 酰 -tRNA 结合 到 A 位 点 

湖 韦 未 原核 和 真 核 细胞 “30S 亚 基 A 位 点 附近 阻挠 A 位 点 tRNA 到 了 位 点 的 移 位 

喷 聆 寡 素 原核 和 真 核 细胞 ”大 亚 基 的 肽 基 转 移 梅 中 心 链 终止 子 ;模仿 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 的 3' 端 ， 
作为 新 的 多 肽 链 的 接受 者 

红 需 素 原核 细胞 50S 亚 基 的 的 多 肽 出 口 通道 阻 断 成 长 中 的 多 肽 链 从 核糖 体 的 出 口 , 阻 过 翻 详 

青霉素 原核 细胞 作用 于 肽 葡 聚 糖 转 肽 酶 抑制 细菌 细胞 壁 的 合成 

链 韦 未 原核 和 真 核 细胞 ”作用 于 30S 亚 基 干扰 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 的 结合 ;导致 mRNA 
的 错 读 

卡 那 答 素 原核 细胞 作用 于 30S 核糖 体 亚 基 干扰 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 的 结合 ,使 细菌 蛋白 
质 合成 发 生 错误 。 

白喉 者 素 真 核 细胞 化 学 修饰 EF-Tu 抑制 EF-Tu 的 功能 

放 线 菌 酮 真 核 细 胞 60S 亚 基 的 肽 基 转 移 酶 中 心 ”抑制 肽 基 转移 酶 活性 


楷 麻 惠 素 。 原核 和 真 核 细胞 。 60S 亚 基 的 及 基 转移 隆 中 心 。 阻挠 般 译 因子 GTP 酶 的 活化 
4.5 蛋白 质 运转 机 制 


在 生物 体内 ,蛋白 质 的 合成 位 点 与 功能 位 点 常常 被 一 层 或 多 层 细胞 膜 所 隔 开 ,这 样 就 
产生 了 蛋白 质 运转 的 问题 。 核 糖 体 是 真 核 生物 细胞 内 合成 蛋白 质 的 场所 ,几乎 在 任何 时 
候 ,都 有 数 以 百 计 或 千 计 的 蛋白 质 离开 核糖 体 并 被 输送 到 细胞 质 基质 细胞核 .线粒体 .内 
质 网 和 溶 酶 体 ,叶绿体 等 各 个 部 分 ,补充 和 更 新 细胞 功能 。 由 于 细胞 各 部 分 都 有 特定 的 
蛋白 质 组 分 ,因此 合成 的 蛋白 质 必 须 准 确 无 误 地 定向 运送 才能 保证 生命 活动 的 正常 进行 。 
蛋白 质 是 怎样 从 合成 部 位 运送 至 功能 部 位 的 ? 它们 又 是 如 何 跨 膜 运送 的 ? 跨 膜 之 后 又 是 
依靠 什么 信息 到 达 各 自 " 岗 位 " 的 ? 对 于 膜 蛋白 来 说 ,究竟 是 什么 因素 决定 它 为 外 周 蛋白 
还 是 内 在 蛋白 ,为 部 分 镶 由 还 是 跨 膜 分 布 ,在 膜 的 外 侧 还 是 内 侧 ? 这 些 都 是 十 分 有 趣 的 问 
题 ,也 是 生物 膜 研究 中 非常 活跃 的 领域 中 1。 

一 般 说 来 ,蛋白 质 运 转 可 分 为 两 大 类 : 若 某 个 蛋白 质 的 合成 和 运转 是 同时 发 生 
的 , 则 属于 翻译 运转 同步 机 制 ; 若 蛋白 质 从 核糖 体 上 释放 后 才 发 生 运转 , 则 属于 翻译 
后 运转 机 制 。 这 两 种 运转 方式 都 涉及 和 蛋白质 分 子 内 特定 区 域 与 细胞 膜 结构 的 相互 
关系 。 

表 4-13 列举 了 跨 膜 运输 和 灸 入 膜 内 的 几 种 主要 蛋白 质 。 从 表 中 可 知 ,分泌 蛋白 质 大 
多 是 以 翻译 - 运转 同步 机 制 运输 的 。 在 细胞 器 发 育 过 程 中 ,由 细胞 质 基质 进入 细胞 器 的 
蛋白 质 大 多 是 以 翻译 后 运转 机 制 运输 的 。 而 参与 生物 膜 形成 的 蛋白 质 , 则 依赖 于 上 述 两 
种 不 同 的 运转 机 制 镶 人 膜 内 。 
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表 4-13 几 类 证 要 的 型 白质 运转 机 制 


蛋白 性 质 运转 机 制 主要 类 型 
分 小 蛋白 质 在 结合 核 贿 体 上 合成 ,并 以 秋 译 运转 同 免疫 球 蛋 白 , 卵 蛋白 ,水解 酶 ,激素 等 
步 机 制 运输 
细 胞 器 发 育 ” 蛋白质 在 游离 核糖 体 上 合成 ,以 翻译 后 运转 机 恢 , 叶 绿 体 .线粒体 , 乙 醋酸 循环 体 ,过 氧化 物 酶 体 
制 运输 等 细胞 器 中 的 蛋白 质 
戏 的 形成 两 种 机 制 兼 有 质 膜 ,内 质 网 ,类 圳 体 中 的 蛋白 质 


4.5.1 翻译 - 运转 同步 机 制 


一 般 认 为 ,蛋白 质 定位 的 信息 存在 于 该 蛋白 质 自 身 结构 中 ,并 且 通 过 与 膜 上 特殊 受 体 
的 相互 作用 得 以 表达 ,这 就 是 信号 肽 假说 的 基础 。 这 一 假说 认为 ,蛋白 质 跨 膜 运转 信和 号 也 
是 由 mRNA 编码 的 。 在 起 始 密码 子 后 ,有 一 段 编码 朴 水 性 氨基 酸 序列 的 RNA 区 域 ,这 个 
氨基 酸 序列 就 被 称 为 信号 肽 (signal peptide) 外 4-”， 信 和 号 序列 在 结合 核糖 体 上 合成 后 便 
与 腊 上 特定 受 体 相互 作用 ,产生 通道 ,允许 这 段 多 肽 在 延长 的 同时 穿 过 膜 结构 ,因此 ,这 种 
方式 是 边 翻 译 边 跨 膜 运转 。 

绝 大 部 分 被 运 人 内 质 网 内 腔 的 蛋白 质 都 带 有 一 个 信号 肽 ,该 序列 常常 位 于 蛋白 质 的 
氨基 末端 ,长 度 一 般 为 13 ~ 36 个 残 基 , 有 如 下 3 个 特点 : 呈 一 般 带 有 10 ~ 15 个 朴 水 氨基 
酸 ;@) 在 靠近 该 序列 N 端 常常 有 1 个 或 数 个 带 正 电荷 的 氨基 酸 ;@ 在 其 C 末端 靠近 蛋白 
酶 切割 位 点 处 常常 带 有 数 个 极 性 氨基 酸 , 离 切割 位 点 最 近 的 那个 氨基 酸 往往 带 有 很 短 的 
侧 链 (办 氨 酸 或 甘氨酸 )。 


4.5 ” 强 白 质 运 转机 制 


图 4-28 和 汪 白 质 合 
成 和 运转 过 程 示 


尊 峰 
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切 惠 位 点 
人 流 蝎 病毒 A 亚 白 IE WR CE RE | As» G1 一 


| 人 前 蓄 岛 素 原 重 和 白 Met Ala Leu Trp Met BEES Lc Leu Pro IN Gly Pro Asp Pro Ala Ai Ai Phe Val— 


| 牛 生长 激素 Met Met Al Ala Gly Pro IGE Thr Ser NESENNIER ci。 vl vo Glyt A Phc— 
| 峰 末 案 原 器 白 Met TE Fhe Leo Vel An BORE Se+ Ty+ He Tyr Alst A Pro — 
果 旺 Me [EGG As» Pr。 A1* ser Glyt Cys Lys— 








图 4-29 和 恒 方 质 通过 其 N 端的 信号 肘 存 内 质 网 中 运转 到 不 同 的 细胞 器 


根据 信号 肽 假说 , 同 细胞 质 基质 中 其 他 蛋白 质 的 合成 一 样 ,分 泌 和 蛋白 的 生物 合成 开始 
于 结合 核糖 体 , 当 翻 译 进 行 到 50 ~ 70 个 氨基 酸 残 基 之 后 ,信号 肽 开始 从 核糖 体 的 大 亚 基 
露出 ,被 覆 面 内 质 网 膜 上 的 受 体 识别 ,并 与 之 相 结合 。 信 和 号 肽 过 膜 后 被 内 质 网 腔 的 信号 
肽 酶 水 解 ,正在 合成 的 新 生 肽 随 之 通过 和 蛋白 孔道 穿越 疏水 的 双 层 磷脂 。 一 旦 核糖 体 移 到 
mRNA 的 “终止 " 密码 子 , 蛋 白质 合成 即 告 完成 ,翻译 体系 解散 , 膜 上 的 蛋白 孔道 消失 , 核 
糖 体重 新 处 于 自由 状态 ' 包 0。 

如 果 说 信号 肽 在 决定 蛋白 质 的 特定 去 向 上 起 着 指导 作用 ,那么 ,信号 肽 在 蛋白 质 运输 
过 程 中 是 如 何 起 作用 的 呢 ? 已 知 野生 型 细胞 中 ,6- 半 乳 糖 酶 定位 于 胞 质 内 ,麦芽 糖 结合 
蛋白 定位 于 胞 外 ,麦芽 糖 运转 蛋白 位 于 外 膜 内 腔 。 如 果 把 8- 半 乳 糖 酶 羧基 端 基因 片段 与 
麦芽 糖 运转 蛋白 和 麦芽 糖 结合 蛋白 的 氨基 端 基因 片段 相连 ,并 以 此 为 模板 指导 合成 杂种 
蛋白 质 , 就 可 以 通过 测定 p- 半 乳 糖 酶 的 活性 确定 杂种 蛋白 质 在 细胞 内 的 位 置 。 改 变 融合 
基因 中 编码 麦芽 糖 运转 蛋白 氨基 端的 基因 序列 ,得 到 了 如 下 结论 : 





图 4-30 盘 白 质 跨 
膜 运转 的 信号 肽 假 
说 及 其 运输 过 程 
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(1) 完整 的 信号 肽 是 保证 蛋白 质 运 转 的 必要 条 件 。 信 和 号 肽 中 朴 水 性 氨基 酸 突变 成 亲 
水 性 氨基 酸 后 ,会 阻止 蛋白 质 运转 而 使 新 生 蛋 白质 以 前 体形 式 积累 在 细胞 质 基 质 中 。 

(2) 仅 有 信号 肽 还 不 足以 保证 蛋白 质 运 转 的 发 和 后。 把 麦芽 糖 运转 蛋 白质 中 完整 的 .可 
水 解 的 信号 肽 加 到 p- 半 乳 糖 酶 上 ,发现 杂种 蛋白 质 仍 以 前 体形 式 留 在 细胞 质 基质 内 。 所 以 
说 ,要 使 蛋白 质 顺利 跨 膜 ,还 要 求 运转 蛋白 质 在 信号 肽 以 外 的 部 分 有 相应 的 结构 变化 - 因此 ， 
科学 家 认为 ,指导 蛋白 质 运 转 的 信号 事实 上 可 能 要 长 于 被 蛋白 酶 降解 掉 的 信号 肽 链 。 

(3) 信号 肽 的 切除 并 不 是 运转 所 必需 的 。 如 果 把 细菌 外 膜 脂 蛋白 信号 肽 中 的 甘氨酸 
残 基 突 变 成 天 冬 氨 酸 残 基 , 能 抑制 该 蛋白 信号 肽 的 水 解 ,但 不 能 抑制 其 跨 膜 运 转 。 

(4) 并 非 所 有 的 运转 蛋白 质 都 有 可 降解 的 信号 肽 。 卵 清 蛋 白 是 以 翻译 运转 同步 机 制 进 
和 人 微粒 体 中 的 ,但 它 并 没有 可 降解 的 信号 肽 。 有 人 认为 ,在 卵 清 蛋 白 分 子 的 中 心 区 域 有 相当 
于 信和 号 肽 功能 的 肽 段 存在 。 据 此 ,“ 信 号 肽 "应 当 定义 为 :能 启动 蛋白 质 运 转 的 任何 一 段 多 肽 。 

研究 新 生 肽 向 内 质 网 内 腔 运转 过 程 发 现 ,信和 号 识别 颗粒 (signal relognition particle,SRP) 和 
停靠 蛋白 (docking protein,DP; 又 称 SRP 受 体 ) 介 导 了 和 蛋白质 的 跨 膜 运转 过 程 。SRP 能 同时 识 
别 正在 合成 需要 通过 内 质 网 膜 进行 运转 的 新 生 肽 和 自由 核糖 体 , 它 与 这 类 核糖 体 上 新 生 蛋 
白 的 信号 肽 结合 是 多 肽 正确 运转 的 前 提 , 但 同时 也 导致 了 该 多 肽 合成 的 暂时 终止 (此 时 新 生 
肽 一 般 长 70 个 残 基 左右 )。SRP- 信号 肽 - 多 核糖 体 复合 物 即 被 引 向 内 质 网 膜 并 与 SRP 的 
受 体 一 一 DP 相 结合 。 只 有 当 SRP 与 DP 相 结合 时 ,多 肽 合成 才 恢 复 进行 ,信号 肽 部 分 通过 
膜 上 的 核糖 体 受 体 及 蛋白 运转 复合 物 跨 膜 进入 内 质 网 内 腔 , 新 生 肽 链 重 新 开始 延伸 。 整 个 
蛋白 跨 膜 以 后 ,信号 肽 被 水 解 , 形 成 高 级 结构 和 成 熟 型 蛋白 质 , 并 被 运送 到 相应 细胞 器 。SRP 
与 DP 的 结合 很 可 能 导致 受 体 聚 集 而 形成 膜 孔 道 ,使 信号 肽 及 与 其 相连 的 新 生 肽 得 以 通过 。 
此 时 ,SRP 与 DP 相 分 离 并 恢复 游离 状态 。 待 翻译 过 程 结束 后 ,核糖 体 的 大 小 亚 基 解 离 , 受 
体 解 聚 ,通道 消失 ,内 质 网 膜 也 恢复 完整 的 脂 双 层 结构 ' 包 4-30。 进 入 内 质 网 内 腔 后 ,蛋白 质 
常 以 运转 载体 的 形式 被 送 入 高 尔 基体 或 形成 运转 小 泡 ,分 别 运送 到 各 自 的 亚 细 胞 位 点 。 
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图 4-31 新 生 蛋 白 
质 通过 同步 转运 途 
径 进 入 内 质 网 内 胸 
的 主要 过 程 

中 校 辅 体 组 装 .翻译 起 
始 ;@@ 位 于 蛋白 质 N 
端的 信号 肽 序列 首先 
被 翻译 ; 图 SRP 与 核 
绩 体 、GTP 以 及 带 有 
信号 肽 的 新 生 和 蛋白 质 
相 结合 ,暂时 中 止 肽 链 
延伸 ;四 核糖 体 -SRP 
复合 物 与 膜 上 的 受 体 
相 结合 ;@ GTP 水 解 ， 
释放 SRP 并 进入 新 一 
轮 循环 ;@@ 肽 链 重 新 开 
始 延伸 并 不 断 向 内 腔 
运输 ;四 信号 肽 被 切 
除 ,@ 多 肽 合成 结束 ， 
核糖 体 解 离 并 恢复 到 
翻 主 起 始 前 的 状态 。 
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4.5.2 ”翻译 后 运转 机 制 


研究 发 现 ,叶绿体 和 线粒体 中 有 许多 蛋白 质 和 酶 是 由 细胞 质 基 质 提供 的 ,其 中 绝 大 多 
数 以 翻译 后 运转 机 制 进入 细胞 器 内 。 

1. 线粒体 蛋白 质 跨 膜 运转 

线粒体 是 细胞 的 “动力 站 ”, 它 虽然 含有 遗传 物质 (DNA .RNA) 以 及 核糖 体 等 等 ,但 它 的 
DNA 信息 含量 有 限 , 大 部 分 线粒体 蛋白 质 都 是 由 核 DNA 编码 ,在 细胞 质 基质 中 的 自由 核糖 
体 上 合成 。 被 释放 至 细胞 质 基 质 , 再 跨 膜 运转 到 线粒体 各 部 分 。 与 分 泌 蛋 白质 通过 内 质 网 
膜 进行 运转 不 同 , 通 过 线粒体 膜 的 蛋白 质 是 在 合成 以 后 再 运转 的 。 这 个 过 程 有 如 下 特征 : 

(1) 通过 线粒体 膜 的 蛋白 质 在 运转 之 前 大 多 数 以 前 体形 式 存在 , 它 由 成 熟 蛋 白质 和 位 
于 N 端的 一 段 前 导 肽 (leader peptide) 共同 组 成 。 迄 今 已 有 40 多 种 线粒体 蛋白 质 前 导 肽 
的 一 级 结构 被 前 明 ,它们 含 20 ~ 80 个 氨基 酸 残 基 , 当前 体 蛋 白 过 膜 时 ,前 导 肽 被 一 种 或 两 
种 多 肽 酶 所 水 解 ,释放 成 熟 蛋 白质 - 

(2) 蛋白 质 通过 线粒体 内 膜 的 运转 是 一 种 需要 能 量 的 过 程 。 

(3) 蛋白 质 通过 线粒体 膜 运 转 时 ,首先 由 外 膜 上 的 Tom 受 体 复合 蛋白 识别 与 Hsp70 
或 MSF 等 分 子 伴侣 相 结合 的 待 运转 多 肽 ,通过 Tom 和 Tim 组 成 的 膜 通道 进入 线粒体 内 腔 。 
蛋白 质 跨 膜 运转 时 的 能 量 来 自 线粒体 Hsp70 引发 的 ATP 水 解 和 膜 电 位 差 ! 图 4-32)。 





图 4-32 线粒体 蛋 - “| 


白质 跨 腊 运转 








蛋白 酶 水 解 前 导 肽 


前 导 肢 放 
折 重 





anmanan 昌 
线粒体 基质 





154 第 4 章 ”生物 信息 的 传递 (下 ) 


2. 前 导 肽 的 作用 与 性 质 

拥有 前 导 肽 的 线粒体 蛋白 质 前 体能 够 跨 膜 运转 进入 线粒体 ,在 这 一 过 程 中 前 导 肽 被 
水 解 ,前 体 转 变 为 成 熟 蛋白 ,失去 继续 跨 膜 能 力 。 因 此 ,前 导 肽 对 线粒体 蛋白 质 的 识别 和 
跨 膜 运转 显然 起 着 关键 作用 。 

前 导 肽 一 般 具 有 如 下 特性 : 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 ( 特 别 是 精 氨 酸 ) 含 量 较为 丰富 , 它 
们 分 散 于 不 带电 荷 的 氨基 酸 序列 之 间 ; 缺 少 带 负 电荷 的 酸性 氨基 酸 ;羟基 氨基 酸 ( 特 别 是 
丝氨酸 ) 含 量 较 高 ;有 形成 两 亲 ( 既 有 亲 水 又 有 政 水 部 分 ) a- 螺旋 结构 的 能 力 。 带 正 电 荷 
的 碱 性 氨基 酸 在 前 导 肽 中 有 重要 的 作用 ,如 果 它 们 被 不 带电 荷 的 氨基 酸 所 取代 ,就 不 能 发 
挥 牵引 蛋白 质 过 膜 的 作用 。 

前 导 肽 跨 膜 运转 时 首先 与 线粒体 外 膜 上 的 受 体 相 结合 ,实验 表明 ,并 非 线粒体 蛋白 质 
前 体 都 共用 一 种 受 体 ,但 Tom 受 体 可 能 是 线粒体 蛋白 质 跨 膜 运 转 时 最 主要 的 受 体 蛋白 。 
线粒体 有 内 、 外 两 层 膜 ,前 导 肽 的 不 同 部 位 可 能 在 蛋白 质 跨 膜 运转 过 程 中 发 挥 不 同 的 作 
用 "图 4-3)。 有 些 前 导 肽 含有 “* 止 运 入 " 肽 段 , 当 该 肽 段 被 跨 膜 通 道中 的 受 体 蛋白 识别 时 ， 
所 运输 的 多 肽 将 被 定位 在 膜 上 。 

















3. 叶绿体 蛋白 质 的 跨 膜 运转 

大 多 数 科 学 家 认为 ,叶绿体 多 肽 是 胞 质 中 的 游离 核糖 体 上 合成 后 脱离 核糖 体 并 折 重 
成 具有 三 级 结构 的 蛋白 质 分 子 , 多 肽 上 某 些 特定 位 点 结合 于 只 有 叶绿体 膜 上 才 有 的 特异 
受 体位 点 。 叶 绿 体 定位 信号 肽 一 般 有 两 个 部 分 ,第 一 部 分 决定 该 蛋白 质 能 否 进入 叶绿体 
基质 ,第 二 部 分 决定 该 蛋白 能 否 进 入 类 囊 体 "由 4-33)。 在 这 一 模型 中 ,蛋白 质 运 转 是 在 翻译 
后 进行 的 ,在 运转 过 程 中 没有 蛋白 质 的 合成 。 


45 蛋白 质 运转 机 制 


图 4-33 前 导 肽 的 
不 同 区 域 可 能 在 售 
白质 跨 膜 运转 过 程 
中 起 不 同 的 作用 
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疼 4-34 叶绿体 化 
白质 跨 膜 运转 


156 





OOC 
类 训 体 蛋白 前 体 殉 
NH; 细胞 质 基质 


跨 叶 绿 体 膜 转运 


叶绿体 外 腊 














有 实验 把 豌豆 的 RuBP 羧 化 酶 小 亚 基 mRNA 加 入 麦 胚 无 细胞 蛋白 质 合成 系统 中 , 合 
成 了 相对 分 子 质量 为 2.0 x 10* 的 小 亚 基 前 体 ,离心 处 理 含 这 种 前 体 的 麦 胚 提取 物 , 除 去 核 
糖 体 ,发 现 小 亚 基 前 体 留 在 上 清 液 中 。 如 果 把 提纯 的 完整 叶绿体 加 入 这 一 上 清 液 中 ,发 现 
小 亚 基 前 体 进 入 叶绿体 基质 内 ,降解 为 成 熟 小 亚 基 ( 相 对 分 子 质 量 1.4 x 10”), 并 与 大 亚 基 
结合 形成 全 酶 。 由 此 证 实 ,小 亚 基 前 体 是 从 核糖 体 上 释放 后 开始 运转 ,并 在 运转 过 程 中 发 
生 蛋 白质 降 解 的 。 叶 绿 体 蛋 白质 运转 过 程 有 如 下 特点 : 

(1) 活性 蛋白 水 解 酶 位 于 叶绿体 基质 内 .这 是 鉴别 翻译 后 运转 的 指标 之 一 。 从 完整 的 
叶绿体 内 提取 的 可 溶性 物质 ,能 够 把 RuBP 送 化 酶 小 亚 基 前 体 降解 或 加 工 为 成 熟 小 亚 基 ， 
离心 后 产生 的 叶绿体 基质 和 破碎 的 叶绿体 也 具有 这 种 功能 ,而 类 圳 体 和 提纯 的 叶绿体 腊 
都 无 此 特性 。 在 叶绿体 蛋白 质 的 翻译 后 运转 机 制 中 ,活性 蛋白酶 是 可 溶性 的 ,这 一 点 也 不 
同 于 分 泌 蛋 白质 的 翻译 -运转 同步 机 制 ,因为 后 者 活性 蛋白 酶 位 于 运转 膜 上 。 因 此 ,可 根 
据 蛋 白水 解 酶 的 可 溶性 特征 来 区 别 这 两 种 不 同 的 运转 机 制 。 

(2) 叶绿体 膜 能 够 特异 地 与 叶绿体 蛋白 的 前 体 结 合 。 从 更 豆 叶 片 中 提取 多 (A) 
mRNA , 置 于 麦 胚 提取 物 的 上 清 液 中 合成 蛋白 质 ,并 与 分 离 的 叶绿体 膜 共 温 育 ,发现 RuBP 
其 化 酶 小 亚 基 前 体 和 聚 光 叶 绿 素 a、b 结合 蛋白 质 的 前 体 都 能 与 叶绿体 膜 结合 ,而 提取 物 
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中 的 其 他 蛋白 质 不 与 膜 结合 ,说 明 叶 绿 体 蛋白 质 前 体 与 膜 之 间 存 在 着 特异 性 相互 作用 ,或 
者 说 叶绿体 膜 上 有 识别 叶绿体 伺 白 质 的 特异 性 受 体 。 这 种 受 体 保证 叶绿体 和 蛋白质 只 能 进 
入 叶绿体 内 ,而 不 是 其 他 细胞 器 中 。 

(3) 叶绿体 蛋白 质 前 体内 可 降解 序列 因 植物 和 蛋白 质 种 类 不 同 而 表现 出 明显 的 差异 。 
如 衣 藻 叶绿体 中 RuBP 小 亚 基 的 可 降解 序列 含有 44 个 氨基 酸 残 基 , 在 烟草 叶绿体 中 相应 
的 前 导 肽 含有 57 个 氨基 酸 残 基 。 


4.5.3 核定 位 蛋白 的 运转 机 制 


真 核 细 胞 的 细胞 核 通过 核 孔 与 核 外 相通 ,因此 , 核 孔 是 进行 双向 运转 的 分 子 通道 。 在 
细胞 质 基 质 中 合成 的 蛋白 质 一般 通 过 核 孔 进入 细胞 核 。 所 有 核糖 体 蛋 白 都 首先 在 细胞 质 
基质 中 被 合成 ,运转 到 细胞 核 内 ,在 核 仁 中 被 装配 成 40S 和 60S 核糖 体 亚 基 , 然 后 运转 回 
到 细胞 质 基 质 中 行使 作为 蛋白 质 合 成 机 器 的 功能 。RNA 、DNA 聚合 酶 .组 蛋白 .拓扑 异 构 
酶 及 大 量 转 录 复制 调控 因子 都 必须 从 细胞 质 基 质 进入 细胞 核 才能 正常 发 挥 功 能 。 

在 绝 大 部 分 多 细胞 真 核 生物 中 ,每 当 细 胞 发 生 分 裂 时 , 核 膜 被 破坏 ,等 到 细胞 分 裂 完 
成 后 , 核 膜 被 重新 建成 ,分 散在 细胞 内 的 核 蛋白 必须 被 重新 运 人 核 内 。 真 核 细 胞 核 膜 上 的 
核 孔 复合 体 (nuleear pore complex, NPC) 是 细胞 核 内 外 进行 物质 交换 的 主要 通道 ,相对 分 
子 质 量 较 小 的 蛋白 质 可 自由 通过 NPC 或 采取 被 动 扩 散 的 方式 进入 细胞 核 ,而 相对 分 子 质 
量 大 于 4x 10 的 蛋白 质 则 需要 通过 主动 运转 进出 细胞 核 。 以 这 种 方式 进出 细胞 核 的 蛋 
白质 需要 在 其 氨基 酸 序列 上 带 有 特殊 的 核定 位 信号 (nuclear localization signal, NLS) 序 列 
和 出 核 信号 (nuclear export signal ,NES) 序 列 , 才 能 被 相应 的 核 运转 蛋白 识别 。 

目前 已 经 发 现 有 多 种 类 型 的 核定 位 信号 ,包括 经 典 核定 位 信号 和 其 他 类 型 的 NLS。 
这 些 信号 都 具有 一 个 带 正 电荷 的 肽 核心 ,通常 是 一 短 的 富 含 碱 性 氨基 酸 的 序列 , 它 能 与 人 
核 载 体 相互 作用 ,将 蛋白 质 运 进 细 胞 核 。 第 一 个 被 确定 的 NLS 序列 的 蛋白 质 是 SV40 的 
T 抗 原 , 它 在 细胞 质 基 质 中 合成 后 很 快 积累 在 细胞 核 中 ,是 病毒 DNA 在 核 内 复制 所 必需 
的 。 其 野生 型 的 氨基 酸 序列 为 Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val ,该 序列 中 的 单个 氨基 酸 突 
变 所 产生 的 突变 型 能 阻止 这 种 蛋白 质 进 入 细胞 核 而 停留 在 细胞 质 基 质 中 。 

NLS 可 以 位 于 核 蛋白 的 任何 部 位 ,也 能 够 引导 其 他 非 核 蛋白 进入 细胞 核 。 和 人 核 信号 
与 导 肽 的 区 别 在 于 :中 由 含水 的 核 孔 通道 来 鉴别 ;@ 入 核 信号 是 蛋白 质 的 永久 性 部 分 ,在 
引导 入 核 过 程 中 ,并 不 被 切除 ,可 以 反复 使 用 ,有 利于 细胞 分 裂 后 核 蛋白 重新 人 核 。 

蛋白 质 向 核 内 运输 过 程 需要 一 系列 循环 于 核 内 和 细胞 质 基 质 的 蛋白 因子 包括 核 运 
转 因 子 (importin) a、B 和 一 个 低 相对 分 子 质量 GTP 酶 (Ran) 参 与 。a 和 有 组 成 的 异 源 二 
聚 体 是 核定 位 蛋白 的 可 溶性 受 体 ,与 核定 位 序列 相 结合 的 是 a 亚 基 - 由 上 述 3 个 蛋白 组 
成 的 复合 物 停靠 在 核 孔 处 ,依靠 Ran GTP 酶 水 解 GTP 提供 的 能 量 进入 细胞 核 ,a 和 8B 亚 
基 解 离 , 核 蛋白 与 a 亚 基 解 离 ,a 和 $B 分别 通过 核 筷 复合 体 回 到 细胞 质 基质 中 ,起 始 新 一 
轮 蛋 白质 运转 则 4-35)。 


4.5 蛋白 质 运转 机 制 
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图 4-35 核定 位 集 和 
白 跨 细胞 核 膜 运转 核定 位 蛋白 细胞 质 基质 
过 程 示意 图 














rr 








经 典 的 NES 序列 是 由 玖 水 性 氨基 酸 尤 其 是 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 富 集 的 区 域 构成 ,其 保 
守 性 氨基 酸 排序 为 PX, ;中 X, ;PX ,其 中 ,中 代表 玖 水 性 氨基 酸 L、1、F 或 M, 而 X 代表 
任意 氨基 酸 。 经 典 的 NES 大 多 为 CRM1 依赖 性 , 它 能 够 被 出 核 因 子 CRMI (chromosome 
region maintenance 1 ) /exporting/Xpol 识别 并 结合 ,从 而 携带 该 蛋白 出 核 。 

对 于 原核 细胞 来 说 ,同样 存在 蛋白 质 运 转 的 问题 。 研 究 表 明 ,细菌 同样 能 通过 定位 于 
蛋白 质 N 端的 信号 肽 (外 + 将 新 合成 的 多 肽 运转 到 其 内 膜 、 外 膜 、 双 层 膜 之 间或 细胞 外 
等 不 同 部 位 。 细 菌 中 新 翻译 产生 的 蛋白质 与 胞 质 中 的 分 子 伴侣 SecB 相 结 合 后 就 能 被 运 
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图 4-36 定位 于 不 同 亚 细胞 结构 的 细 茸 重 白质 信 叶 了 肽 序列 比较 
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送 到 细胞 膜 运转 复合 物 SecA-SecYEG 上 ,结合 有 新 生 肽 的 SecA 在 自身 ATP 酶 活性 作用 
下 水 解 ATP 并 嵌入 细胞 膜 之 中 ,导致 与 SecA 相 结合 的 被 运转 蛋白 N 端 约 20 个 氨基 酸 通 
过 膜 运 转 复合 物 到 达 胞 外 。SecA 再 与 男 一 个 ATP 相 结合 , 变 构 嵌 人 膜 内 的 同时 再 次 把 所 
运转 蛋白 的 第 二 部 分 运 出 胞 外 ,如 此 反复 ,直到 把 所 运转 蛋白 全 部 送 到 胞 外 (由 4-37)。 





疼 4-37 细菌 中 蛋 
门 质 的 跨 膜 运 转 





SecYEG 














4.6 蛋白质 的 修饰 .降解 与 稳定 性 研究 


越 来 越 多 的 证 据 表 明 , 生 物体 内 蛋白 质 的 降解 过 程 是 一 个 有 序 的 过 程 。 在 大 肠 杆 菌 
中 ,和 蛋白质 的 降解 是 通过 一 个 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 ( 称 为 Lon) 来 实现 的 。 当 细胞 中 出 现 
错误 的 蛋白 质 或 半衰期 很 短 的 蛋白 质 时 ,该 酶 就 被 激活 。Lon 蛋白 酶 每 切除 一 个 肽 键 要 
消耗 两 个 分 子 的 ATP。 


4.6.1 泛 素 化 修饰 介 导 的 蛋白 质 降解 


蛋白 质 的 半衰期 从 30 s 到 数 天 不 等 。 虽 然 大 部 分 真 核 蛋 白 的 半衰期 为 数 小 时 至 数 天 ， 
像 血红 蛋白 这 样 少数 蛋白 的 半衰期 与 细胞 周期 同样 长 (成 红细胞 = 110 天 )。 在 真 核 生物 
中 ,和 蛋白质 的 降解 可 能 主要 依赖 于 泛 素 (ubiquitin)。 泛 素 是 一 类 低 相 对 分 子 质量 的 蛋白 质 ， 
只 有 76 个 氨基 酸 残 基 , 序 列 高 度 保守 (从 酵母 和 人 细胞 中 提取 的 泛 素 几乎 完全 相同 ! )。 
泛 素 化 是 指 泛 素 分 子 在 泛 素 激活 酶 .结合 酶 ,连接 酶 等 的 作用 下 ,对 靶 蛋 白 进行 特异 性 修 
饰 的 过 程 ,在 该 过 程 中 , 泛 素 C 端 甘氨酸 残 基 通过 酰胺 键 与 底 物 蛋白 的 赖 氨 酸 残 基 的 = 氨 
基 结 合 。 在 蛋白 质 分 子 的 一 个 位 点 上 可 结合 单个 或 多 个 泛 素 分 子 。 

泛 素 化 修饰 涉及 泛 素 激活 酶 El 泛 素 结合 酶 E2 和 泛 素 连接 酶 E3 等 3 个 酶 的 级 联 反 
应 (图 4-38): 首 先 在 ATP 提供 能 量 的 情况 下 , 泛 素 激活 酶 E1 黏附 在 泛 素 分 子 尾 部 的 Cys 残 
基 上 激活 泛 素 ,E1 酶 再 将 激活 的 泛 素 分 子 转移 到 泛 素 结合 酶 了 2 上 ,再 由 E2 酶 和 一 些 种 
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图 4-38 这 素 在 
E1、E2 和 HE3 的 俐 2 
用 下 与 被 降解 从 让 FE 


相连 接 的 过 程 
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蛋白 与 多 个 泛 素 相连 


图 4-39 泛 素 连接 
酶 83 与 结合 能 上 2 (a) 
或 底 物 复合 物 的 
维 结构 

(a) SCFSkp2-E2 复 
合 物 的 结构 :Cull、， 
Rbxl 、Skpl 和 Skp2 复 
合 物 的 结构 外 形 就 像 
一 个 夹子 ,其 中 间 的 空 
隙 内 可 结合 底 物 盘 白 ; 
(b) DDB1-CUL4A- 
ROCI1 放 索 连 接 酶 与 
猴 病 毒 5 的 V 蛋白 复 
合 物 的 品 体 结构 。 
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"Po 


类 不 同 的 泛 素 连接 酶 E3 酶 共同 识别 靶 蛋 
白 , 对 其 进行 泛 素 化 修饰 。 根 据 E3 与 靶 蛋 
白 的 相对 比例 可 以 对 靶 蛋 白 进 行 单 泛 素 化 
修饰 和 多 泛 素 化 修饰 。 如 图 4-39 所 示 ,E3 
酶 的 外 形 就 像 一 个 夹子 ,将 靶 蛋 白 固定 在 
中 间 的 空隙 内 。 蛋 白质 泛 素 化 以 后 ,被 标 
记 的 蛋白 质 常 被 运送 到 相对 分 子 质量 高 达 
1 x 10" 的 蛋白 降解 体系 中 直到 该 蛋白 完全 
被 降解 。 

蛋白 质 的 泛 素 化 修饰 是 翻译 后 修饰 的 
一 种 常见 形式 ,该 过 程 能 够 调节 不 同 细胞 
途径 中 的 各 种 蛋白 质 。 其 中 , 泛 素 - 蛋白 
酶 体 途径 是 最 先 被 发 现 的 ,也 是 一 种 较 普 
遍 的 内 源 蛋 白质 降解 方式 。 进 一 步 的 研究 
发 现 ,并 非 所 有 泛 素 化 修饰 都 会 导致 蛋白 
质 降 解 。 有 些 泛 素 化 修饰 还 能 参与 多 种 生 
物 功能 的 调控 ,在 蛋白 质 的 定位 .代谢 、 功 
能 .调节 和 降解 中 都 起 着 十 分 重要 的 作用 ， 
能 参与 细胞 周期 .增殖 、 凋 亡 .分 化 .转移 、 
基因 表达 、 转 录 调节 ,信号 传递 ,损伤 修复 、 
炎症 免疫 等 几乎 一 切 生命 活动 的 调控 ,在 
肿瘤 ,心血 管 等 疾病 发 病 中 起 着 十 分 重要 
的 作用 。 此 外 ,蛋白 质 的 泛 素 化 也 是 研究 、 
开发 新 药物 的 新 靶 点 。 


(b) 








4.6.2 和 蛋白质 的 SUMOylation 


除了 泛 素 化 修饰 ,细胞 内 还 有 一 些 与 泛 素 化 修饰 相 类 似 的 反应 ,如 SUMOylation (小 泛 
素 化 修饰 ,SUMO 化 修饰 ) 和 NEDDylation 等 。 小 泛 素 相关 修饰 物 (small ubiquitin-related 
modifier, SUMO) 是 泛 素 类 蛋白 家 族 的 重要 成 员 之 一 ,由 98 个 氨基 酸 组 成 ,在 进化 上 高 度 
保守 。SUMO 与 泛 素 之 间 具 有 18% 的 同 源 性 ,并 且 两 者 都 具有 典型 的 BBaBBaB 折 受 ,但 
两 者 表面 电荷 分 布 不 同 ,暗示 其 功能 不 同 。 小 泛 素 相关 修饰 物 经 由 一 系列 酶 介 导 的 生化 
级 联 反应 共 价 结合 于 底 物 蛋白 的 赖 氨 酸 残 基 上 :' 外 +0,。 与 泛 素 相 类 似 ,SUMO 也 以 前 体 
形式 被 合成 ,并 且 在 羧基 端 水 解 酶 的 作用 下 加 工 为 成 熟 的 SUMO。SUMOylation 修饰 也 需 
要 El1、E2 和 E3 的 参与 。 首 先 ,依赖 于 ATP 的 SUMO 活化 酶 El 的 链接 亚 基 与 SUMO 的 
Gly 残 基 相 链接 ,激活 SUMO ,再 由 SUMO 结合 酶 E2 的 半 胱 氨 酸 催化 亚 基 通过 识别 一 个 
保守 序列 于 -K-X-D/E (下 代表 踊 水 性 氨基 酸 , 赖 氨 酸 残 基 K 是 SUMO 偶 联 位 点 ,X 可 以 
是 任何 氨基 酸 ,D 或 为 酸性 氨基 酸 ), 这 种 把 SUMO 转移 到 底 物 的 赖 氨 酸 残 基 上 ,稳定 靶 
蛋白 使 其 免 受 降解 的 过 程 称 为 SUMO 化 修饰 。 

SUMO 化 修饰 类 似 于 但 又 不 同 于 泛 素 化 修饰 。 与 泛 素 介 导 的 蛋白 质 降解 不 同 ,SUMO 
阻碍 泛 素 对 底 物 蛋白 的 共 价 修饰 ,提高 了 底 物 蛋白 的 稳定 性 ' 色 3434。 它 能 修饰 许多 在 基 
因 表 达 调 控 中 发 挥 重要 作用 的 蛋白 质 ,包括 转录 因子 ,转录 辅助 因子 以 及 染色 质 结构 调控 





修饰 方式 送 基 端 水 解 隆 成熟 形式 


ed @ 


SUMOylation > [4 


活化 能 El 活化 酶 E2 活化 酶 E3 底 物 
心包 


UBAI1 “UBC 家 族 ”数目 众多 A 


已 -四 -二 -一 


ASOI/UBA2 UBC9 PIAS 


























4.6 ”级 白质 的 修饰 ,降解 与 稳定 性 研究 


图 4-40 SUMOvlation 
修饰 和 证 素 化 修饰 
的 比较 


图 4-41 SUMOvlation 
的 通路 及 其 与 泛 素 
化 的 关系 

蛋白 质 的 SUMO 化 
修饰 能 够 阻止 这 素 化 
引起 的 蛋白 质 降解 。 
SUMO 化 修饰 需要 
AOS1/UBA2 和 UBC9 
多 种 酶 ; 去 SUMO 化 
是 在 ULP 家 族 蛋 白 的 
催化 下 完成 。 


161 


图 4-42 NEDD8 
修饰 的 生化 反应 


图 4-43 NEDDylation 
的 通路 

NEDDylation 的 主要 
通路 包括 NEDD8 前 
体 活化 的 过 程 ,通过 E1 
(UBA3-APPBP1) 激 
活 , 与 E2(UBC12) 结 
合 ,通过 E3 连接 到 底 
物 上 的 NEDDylation 
过 程 以 及 相反 的 去 
NEDDylation 过 程 。 
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因子 。SUMO 化 修饰 影响 蛋白 质 亚 细胞 定位 ,广泛 参与 细胞 内 蛋白 质 与 蛋白 质 相 互 作 用 、 
DNA 结合 .信号 转 导 核 质 转运 ,转录 因子 激活 等 重要 过 程 。 


4.6.3 蛋白 质 的 NEDDylation 


NEDD8 含有 81 个 氨基 酸 ,是 一 种 类 泛 素 蛋白 修饰 分 子 , 与 泛 素 分 子 的 一 致 性 为 
59% ,相似 性 高 达 80% ,其 相似 程度 是 众多 类 泛 素 分 子 中 最 高 的 。 研 究 表明 ,NEDDS8 能 像 
泛 素 一 样 在 体内 固有 酶 徐 作 用 下 被 共 价 结合 到 底 物 蛋白 上 ,参与 蛋白 质 翻 译 后 修饰 ,这 
一 过 程 被 称 为 NEDDylation (外 4-42)。 如 图 4-43 所 示 , NEDDylation 的 发 生机 制 与 泛 素 化 相 
似 , 需 要 连接 酶 E1、E2、E3 介 导 的 一 系列 酶 促 反 应 。NEDD8 可 以 通过 其 C 端 第 76 位 的 
甘氨酸 与 底 物 的 赖 氨 酸 共 价 结合 。 底 物 的 去 NEDDylation 是 由 去 NEDDylation 酶 介 导 的 ， 
NEDD8 在 去 NEDDylation 后 重新 进入 循环 。 与 泛 率 化 介 导 的 蛋白 酶 体 依赖 的 蛋白 质 降 解 
不 同 ,NEDDylation 修饰 不 会 引起 蛋白 质 的 降解 ,而 主要 通过 该 种 修饰 来 调节 蛋白 质 的 功 
能 。NEDDylation 可 能 参与 细胞 增殖 分 化 、 细 胞 发 育 .细胞 周期 .信号 转 导 等 重要 生命 过 程 
的 调控 ,NEDDylation 异常 会 导致 人 类 的 神经 退行 性 疾病 和 癌症 。 
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目前 发 现 的 NEDDylation 底 物 蛋白 只 有 Cullin 家 族 蛋 白 . 原 癌 基因 产物 Mdm2、p53 
肿瘤 抑制 因子 、p73 表皮 生长 因子 受 体 EGFR .乳腺 瘤 相 关 和 蛋白 3(BCA3) 等 。 更 有 趣 的 
是 ,这 些 被 NEDDylation 修饰 的 底 物 要 么 本 身 可 以 被 泛 素 化 修饰 ,要 么 是 泛 素 化 E3 连接 
酶 的 组 分 ,暗示 NEDD8 和 泛 素 之 间 在 进化 上 存在 某 种 特定 的 联系 。 因 为 NEDD8 参与 
NEDDylation 过 程 的 关键 位 点 是 赖 氨 酸 残 基 , 该 残 基 同 时 也 可 以 发 生 乙 酰 化 、. 甲 基 化 和 泛 
素 化 ,人 们 普遍 认为 ,在 不 同 的 生理 条 件 下 ,在 蛋白 质 的 同一 赖 氨 酸 残 基 上 可 能 发 生 不 同 
的 修饰 以 满足 不 同 的 生理 需求 外 +-44。 深 入 探讨 这 些 翻 译 后 修饰 的 动态 平衡 与 相互 关系 
将 有 助 于 我 们 阐明 蛋白 质 翻 译 后 修饰 的 生物 学 功能 。 


一 b> 
.SG 一 8 一 总 
sa: reg- 

@K29 的 多 泛 素 化 人 































图 4-44 蛋白 质 的 泛 素 化 和 类 证 素 化 修饰 的 生理 效应 


QD K48 位 的 多 泛 素 化 导致 底 物 蛋 白 通过 26S 和 蛋白酶 体 的 降解 。@ K63 位 的 多 泛 素 化 引起 蛋白 功能 的 改变 。@ K29 位 的 多 汪 素 化 引起 溶 酶 体 依 
赖 的 熏 白 质 的 降解 。 特 定 的 多 光 素 化 图 . 单 泛 素 化 加 .NEDDyjation 四 以 及 SUMOvylation 图 等 能 够 改变 蛋白 的 功能 ,使 蛋白 亚 细 胞 定位 发 生变 化 
等 ,参与 细胞 内 多 条 重要 生物 学 通路 。@@ 与 泛 素 受 体 分 子 (ubiquitin receptor molecules,UR.) 结合 (coupled monoubiquitination) 是 另 一 种 生物 过 程 
的 调控 方式 。NEDD8 与 SUMO-1 类 似 易于 引起 单 修饰 ,而 SUMO-2 和 SUMO-3 能 够 引起 修饰 分 子 链 的 形成 。 


4.6.4 和 蛋白质 的 一 级 结构 对 和 蛋白质 稳定 性 的 影响 


成 熟 蛋 白 N 端的 第 一 个 氨基 酸 ( 除 已 被 切除 的 N 端 甲 硫 氨 酸 之 外 ,但 包括 翻译 后 修 
饰 产物 ) 在 蛋白 质 的 降解 中 有 着 举足轻重 的 影响 ' 老 4-14)。 当 某 个 蛋白 质 的 N 端 是 甲 硫 氨 
酸 、 廿 氨 酸 ,再 氨 酸 、 丝 氨 酸 . 苏 氨 酸 和 统 氨 酸 时 ,表现 稳定 。 其 N 端 为 赖 氮 酸 , 精 氨 酸 时 ， 
表现 最 不 稳定 ,平均 2 ~ 3 min 就 被 降解 了 。 泛 素 调控 的 蛋白 质 降解 具有 重要 的 生理 意义 ， 
它 不 仅 能 够 清除 错误 和 蛋白质, 对 细胞 生长 周期 、DNA 复制 以 及 染色 体 结构 都 有 重要 的 调 
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控 作 用 ,而 且 对 于 理解 细胞 的 许多 生理 过 程 和 新 药 的 开发 也 具有 重要 意义 。 


表 4-14 蛋白质 的 半衰期 与 N 端 氨基 酸 残 基 的 关系 





N 端 残 基 半 和 性 期 
稳定 型 残 基 
申 硫 氨 酸 、 甘 氮 酸 、 丙 氮 酸 . 丝 气 酸 , 苏 氛 酸 , 绿 氨 龄 >20h 
不 稳定 型 残 其 
异 亮 氨 酸 . 谷 氮 酰胺 ~30 min 
药 氨 酸 . 谷 氨 酸 ~10 min 
畏 氨 酸 ~7 min 
亮 毛 酸 、 葵 丙 氮 酸 , 天 冬 酰胺 、 控 握 酚 ~3 min 
精 氨 酸 ~2min 
思考 题 
1. 遗传 密码 是 怎样 被 破译 的 ? 


2. 遗传 密码 有 哪些 特性 ? 简 述 密码 的 简 并 性 生物 体 的 生物 学 意义 。 
3. 有 几 种 终止 密码 子 ? 它们 的 序列 和 别名 是 什么 ? 

4. tRNA 在 组 成 和 结构 上 有 哪些 特点 ? 

. 简 述 摆动 学 说 。 

. tRNA 是 如 何 转运 活化 的 氨基 酸 至 mRNA 模板 上 的 ? 


. 什么 是 SD 序列 ? 其 功能 是 什么 ? 


5 
6 
7, 原核 与 真 核 生 物 的 核糖 体 组 成 有 哪些 异同 点 ? 
8 
9 


. 核 精 体 有 哪些 活性 中 心 ? 


10. 
11. 
1 人 


真 核 生 物 与 原核 生物 在 翻译 的 起 始 过 程 中 有 哪些 区 别 ? 

链 霉 素 为 什么 能 够 抑制 蛋白 质 的 合成 ? 

哪些 种 类 抗生素 只 能 特异 性 地 作用 于 原核 生物 核糖 体 ? 哪些 只 作用 于 真 核 生 物 核糖 体 ? 哪些 既 能 
抑制 原核 生物 核糖 体 ,也 能 抑制 真 核 生物 核糖 体 ? 


- 什么 是 分 子 伴侣 ? 有 哪些 重要 功能 ? 

. 什么 是 信号 肽 ? 它 在 序列 组 成 上 有 哪些 特点 ?有 什么 功能 ? 

- 简 述 叶绿体 蛋白 质 的 跨 膜 运 转机 制 。 

. 蛋白 质 有 哪些 翻译 后 的 加 工 修饰 ? 其 作用 机 制 和 生物 学 功能 是 什么 ? 
- 什么 是 核定 位 信号 序列 ? 其 主要 功能 是 什么 ? 

. 什么 是 出 核 信号 序列 ? 其 序列 组 成 由 哪些 特点 ? 主要 功能 是 什么 ? 


第 4 章 生物 信息 的 传递 (下 ) 
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分 子 生物 学 研究 之 所 以 从 20 世纪 中 叶 开 始 得 到 高 速 发 展 ,其 中 最 主要 的 原因 之 一 是 
现代 分 子 生物 学 研究 方法 ,特别 是 基因 操作 和 基因 工程 技术 的 进步 。 基 因 操 作 主要 包括 
DNA 分 子 的 切割 与 连接 ,核酸 分 子 杂交 、 凝 胶 电 沪 细胞 转化 ,核酸 序列 分 析 以 及 基因 的 
人 工 合成 ,定点 突变 和 PCR 扩 增 等 ,是 分 子 生物 学 研究 的 核心 技术 。 基 因 工 程 是 指 在 体 
外 将 核酸 分 子 插入 病毒 ,质粒 或 其 他 载体 分 子 , 构 成 遗传 物质 的 新 组 合 ,使 之 进入 新 的 宿 
主 细胞 内 并 获得 持续 稳定 增殖 能 力 和 表达 。 因 此 ,基因 工程 技术 其 实 是 核酸 操作 技术 的 
一 部 分 ,只 不 过 我 们 在 这 里 强调 了 外 源 核酸 分 子 在 另 一 种 不 同 的 宿主 细胞 中 的 繁衍 与 性 
状 表达 。 事 实 上 ,这 种 跨越 天 然 物 种 屏障 .把 来 自任 何 生物 的 基因 置 于 毫 无 亲缘 关系 的 新 
的 宿主 生物 细胞 之 中 的 能 力 ,是 基因 工程 技术 区 别 于 其 他 技术 的 根本 特征 。 本 章 将 在 回 
顾 重组 DNA 技术 发 展 史 的 基础 上 ,讨论 DNA 操作 技术 基因 克隆 .表达 分 析 技 术 及 蛋白 
质 组 学 , 单 核 苷 酸 多 态 性 分 析 等 现代 生物 学 领域 里 最 广泛 应 用 的 实验 技术 和 方法 。 


5.1 重组 DNA 技术 史话 


近 半 个 多 世纪 来 ,分 子 生 物 学 研究 取得 了 前 所 未 有 的 进步 ,概括 地 说 ,主要 有 三 大 成 
就 :第 一 ,在 20 世纪 40 年 代 确 定 了 遗传 信息 的 携带 者 , 即 基因 的 分 子 载体 是 DNA 而 不 是 
蛋白 质 ,解决 了 遗传 的 物质 基础 问题 ;第 二 ,50 年 代 提 出 了 DNA 分 子 的 双 螺 旋 结 构 模型 
和 半 保 留 复 制 机 制 ,解决 了 基因 的 自我 复制 和 世代 交替 问题 ;第 三 ,50 年 代 末 至 60 年 代 ， 
相继 提出 了 "中心 法 则 ”和 操纵 子 学 说 ,成 功 地 破译 了 遗传 密码 ,阐明 了 遗传 信息 的 流动 
与 表达 机 制 。 但 是 ,由 于 缺乏 有 效 的 分 离 和 富 集 单一 DNA 分 子 的 技术 ,科学 家 无 法 对 这 
类 物质 进行 直接 的 生化 分 析 。 事 实 上 ,DNA 分 子 体外 切割 与 连接 技术 及 核 苷 酸 序列 分 析 
技术 的 进步 直接 推动 了 重组 DNA 技术 的 产生 与 发 展 。 

因为 重组 DNA 的 核心 是 用 限制 性 内 切 核 酸 酶 (restriction endonuclease,RE) 和 DNA 
连接 酶 对 DNA 分 子 进 行 体外 切割 与 连接 ,所 以 ,科学 家 认为 ,这 些 工 具 酶 的 发 现 和 应 用 是 
现代 生物 工程 技术 史上 最 重要 的 事件 ! 才 5-0)。 限 制 性 内 切 核酸 酶 能 够 识别 DNA 上 的 特 
定 碱 基 序 列 并 从 这 个 位 点 切 开 DNA 分 子 。1972 年 ,Boyer 实验 室 发 现 有 一 种 核酸 内 切 酶 
EcoR I 能 特异 性 识别 GAATTC 序列 ,将 双 链 DNA 分 子 在 这 个 位 点 切 开 并 产生 具有 黏 端 
( 黏 性 末端 ) 的 小 片段 。 他 们 还 发 现 ,能 够 把 EcoR 工 酶 切 产生 的 任何 不 同 来 源 的 DNA 片 
段 通过 黏 端 之 间 的 碱 基 互 补 作 用 而 彼此 “黏合 " 起 来 。 此 后 ,大 量 类 似 于 EcoR I 但 具有 
独特 识别 序列 的 核酸 内 切 酶 被 陆续 发 现 ' 和 外 5-!)。 到 目前 为 止 ,科学 家 已 经 几乎 能 随心 所 欲 
地 把 任何 DNA 分 子 切割 成 一 系列 不 连续 的 片段 ,再 利用 凝 胶 电泳 技术 将 这 些 片段 按照 相 
对 分 子 质量 大 小 逐一 分 开 , 供 下 一 步 研究 。 
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表 5-1 重组 DNA 技术 史上 的 主要 事件 








年 份 事 件 
1869 F. Miescher 首次 从 莱 商 河 钙 色 精子 中 分 离 DNA 
1957 A. Komberg 从 大 肠 杆 茸 中 发 现 了 DNA 聚合 陛 | 
1959 一 1960 Uchoa 发 现 RNA 府 合 多 和 信使 RNA, 并 证 明 mRNA 决定 了 蛋白 质 分 子 中 的 氨基 酸 序 列 
1961 Nirenberg 破 详 了 第 一 个 遗传 密码 ;Jacob 和 Monod 提出 了 调节 基因 表达 的 操纵 子 模型 
1964 Yanofky 和 Brenner 等 人 证 明 , 多肽 链 上 的 氨基 酸 序 列 与 该 基因 中 的 核 昔 酸 序列 存在 着 共 线 性 
关系 
1965 Holley 完成 了 陕 母 丙 氨 酸 tRNA 的 全 序列 测定 ;科学 家 证 明细 菌 的 抗 药性 通常 由 “质粒 " DNA 
所 决定 
1966 Nirenberg .Uchoa ,Khorana ,Crick 等 人 破译 了 全 部 遗传 密码 
1967 第 一 次 发 现 DNA 连接 酶 
1970 Smith、Wilcox 和 Kclley 分 离 了 第 一 种 限制 性 内 切 核酸 酶 ,Temin 和 Balimore 从 RNA 肿瘤 病 
毒 中 发 现 反 转录 酶 
1972 一 1973 ”Boyer、Berg 等 人 发 展 了 重组 DNA 技术 ,于 1972 年 获得 第 一 个 重组 DNA 分 子 ,1973 年 完成 第 
一 例 细菌 基 因 克 降 
1975 一 1977 Sanger 与 Maxam 和 Gilbert 等 人 发 明了 DNA 序列 测定 技术 ,1977 年 完成 了 全 长 5 387 bp 的 叭 
薄 体 中 174 基因 组 测定 
1978 首次 在 大 肠 杆 菌 中 生产 由 人 工 合成 基因 表达 的 人 脑 激 素 和 人 胰岛 素 
1980 美国 联邦 最 高 法 院 裁定 微生物 基因 工程 可 以 被 专利 化 
1981 Palmiter 和 Brinster 获得 转基因 小 芯 ,Spradling 和 Rubin 得 到 转基因 果 蝇 
1982 美 . 英 批准 使 用 第 一 例 基因 工程 药物 一 一 胰 咏 素 ,Sanger 等 人 完成 了 噬菌体 48 502 bp 全 序 
列 测 定 
1983 获得 第 一 例 转基因 植物 
1984 斯 坦 福 大 学 获得 关于 重组 DNA 的 专利 
1986 GMO 首次 在 环境 中 释放 
1988 Watson 出 任 * 人 类 基因 组 计划 "首席 科学 家 
1989 DuPont 公司 获得 转 肿 瘤 基 因 小 忌 - “Oncomouse” 
1992 欧 共 体 35 个 实验 窜 联 合 完成 酵母 第 三 染色 体 全 序列 测定 (315 kb) 
1994 第 一 批 基因 工程 西红柿 在 美国 上 市 
1996 完成 了 酵母 基因 组 (1.25 x 10" bp) 全 序列 测定 
1997 英国 爱丁堡 岁 斯 林 研究 所 获得 克隆 羊 
2000 完成 第 一 个 高 等 植物 拟 南 芥 的 全 序列 测定 (12x 10" bp) 
2001 完成 第 一 个 人 类 基因 组 全 序列 测定 (2.7x 10" bp) 


1967 年 ,世界 上 有 5 个 实验 室 几 乎 同时 报道 了 通过 合成 相 邻 核 苷 酸 之 间 的 磷酸 二 酯 
键 ,从 而 修复 缺口 或 催化 黏合 完全 分 离 的 两 个 DNA 片段 的 DNA 连接 酶 外 5 。 当 然 , 仅 
仅 能 在 体外 利用 限制 性 内 切 核酸 酶 和 DNA 连接 酶 进行 DNA 的 切割 和 重组 ,还 远 远 不 能 
满足 基因 工程 的 要 求 , 因 为 大 多 数 DNA 片段 不 具备 自我 复制 的 能 力 , 只 有 将 它们 连接 到 
具备 自主 复制 能 力 的 DNA 分 子 上 ,才能 在 宿主 细胞 中 进行 繁殖 。 这 种 具备 自主 复制 能 力 
的 DNA 分 子 就 是 所 谓 分 子 克 隆 的 载体 (vector), 病 毒 . 叭 菌 体 和 质粒 等 小 相对 分 子 质 量 复 
制 子 都 可 以 作为 基因 导入 的 载体 。 
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图 5-1 几 种 主 监 
限制 性 内 切 核 酸 项 
所 识别 的 序列 及 其 
酶 切 末端 








+ 1 
BamH I (SIGGATCC(3") Hind II (SAAGCTT(3") 
CCTAGG TESAA 
4 
+ 1 
Clal (SIATCGAT(3') Not I (SIGCGGCCGC(G3" 
TAGCTA PU 
4 
1 1 
EcoR 1 (SIGAATTC(3") Pst I (SICTGCAG(3") 
CTTAAG ASORC 
+ 1 
EcoRV (SIGATATC (3') Pvu ll (5 CAGCTG(3') 
CTATAG TSO 
4 
Hae 可 (5)GGCC(37) Tth 111-1 (SIGACNNNGTC(3") 
CCGG CISNNNGAG 
4 








分 子 克隆 的 第 一 代 载 体 是 pSC101 质粒 载体 ,全 长 9.09 kh , 带 有 四 环 素 抗 性 基因 (ter") 
及 EcoR [Hind 于、BamH 1 、Sal 1 、Xho 1 、Pvu II 以 及 Sma I 等 7 种 限制 性 内 切 核酸 
酶 的 单 酶 切 位 点 ,在 Hind 看 、BamH 1 和 Sal 1 等 3 个 位 点 插入 外 源 基 因 , 会 导致 ter' 失 
活 图 和 3。 该 载体 是 一 种 严 紧 型 复制 控制 的 低 拷贝 质粒 ,平均 每 个 宿主 细胞 仅 有 1 ~ 2 个 
拷贝 ,因此 ,从 带 有 该 质粒 的 宿主 细胞 中 很 难 大 量 提 取 pSC101 质粒 DNA。 

ColE1 质粒 载体 则 是 松弛 型 复制 控制 的 多 拷贝 质粒 里 5。 一 般 情况 下 , 当 培 养 
基 中 氨基 酸 被 耗 尽 , 或 是 在 细胞 培养 物 中 加 入 氧 霉 素 以 抑制 蛋白 质 的 合成 ,宿主 染色 体 
DNA 的 复制 便 被 抑制 ,细胞 的 生长 也 随 之 停止 。 而 松弛 型 质粒 DNA 却 继续 复制 数 小 时 ， 
使 每 个 宿主 细胞 中 ColE1 质粒 的 拷贝 数 达到 1 000 ~ 3 000 个 , 占 细 胞 DNA 总 量 的 50% 
左右 。 

pBR322 质粒 载体 由 3 个 不 同 来 源 的 部 分 组 成 外 ,第 一 部 分 来 源 于 pSE2124 质 
粒 易 位 子 Tn3 的 氨 革 青霉素 抗 性 基因 (amp)), 第 二 部 分 来 源 于 pSC101 质粒 的 四 环 素 抗 
性 基因 (ter 站, 第 三 部 分 则 来 源 于 ColE1 的 派生 质粒 pMB1 的 DNA 复制 起 点 (on)。 相 对 分 
子 质量 较 小 (4 363 bp) 且 能 携带 6~8 kb 的 外 源 DNA 片段 ,操作 较为 便利 。 有 两 种 抗 生 
素 抗 性 基因 作为 转化 子 的 选择 标记 ,有 较 高 的 拷贝 数 ,经 过 毛 霉 素 扩 增 ,每 个 细胞 可 累积 
1 000 ~ 3 000 个 拷贝 ,便于 制备 重组 体 DNA。 

pUC 质粒 载体 图 534 由 四 部 分 组 成 ,包括 来 自 pBR322 质粒 的 复制 起 点 (om)、 氨 荣 青 
霉 素 抗 性 基因 (amp"), 大 肠 杆菌 B - 半 和 乳糖 酶 基因 (lacZ) 启 动 子 及 编码 w- 肽 的 DNA 序 
列 , 特 称 为 lacZ' 基因 。 一旦 有 外 源 DNA 插入 位 于 lacZ' 基因 5' 端的 多 克隆 位 点 (MCS)， 
lac2' 基因 功能 就 被 破坏 。 
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切割 位 点 识别 序列 切割 位 点 
---G9 GCTTCGCATTA AGC--— 
-一 CCA CGAAGCGTAAT TCG--- 
| EcoR 1 EcoRV 
---GG GCTTCGCATTA AQC--— 
-Sm EEC 全 允 < 全 0 
黏 端 平 端 





| (a) (b) 
] 人 * 
| DNA 连 接 酶 
wy 
质粒 载体 ， 
经 EcoR 1 和 Pyu]l 
双 酶 切 ) 










PsrT Hind III BamHI ,Smal 
rs ee 
AATTICCTGCAGAAGCTTICCGGATICCCCGGG 





GGACGOGTCTTCGO 








AAGGOGCCTAGH 


化 学 合成 的 多 克隆 位 点 





质粒 载体 








(c) 











5.1 重组 DNA 技术 史话 


图 $5-2 DNA 连接 
酶 能 把 不 同 的 DNA 
片段 连接 成 一 个 整体 
(人 DNA 的 知 端 ; (DJDNA 
的 平 端 ;(o) 具 有 ExoR I 
黏 端的 DNA 片段 可 以 
与 化 学 合成 的 多 克隆 
位 点 相连 接 成 为 一 个 
新 的 DNA 分 子 。 
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疼 5-3 分 于 克隆 
中 最 常见 的 载体 演变 
{a)pSC101 质粒 载体 ， 


带 有 四 环 素 抗 性 基 
因 (eee]) 及 7 种 限制 
性 内 切 恢 酸 艇 的 单 能 
切 位 点 ,在 上 nd 型、 
BamH 1 和 sal 上 等 
3 个 位 点 插入 外 汤 基 
因 , 会 导致 er' 失 活 ; 
(b)ColE1 质粒 载体 ; 
(cpBR322 质粒 载体 ; 
(d)pUC18 质 柱 载体 。 


图 5-4 分 子 兄 降 
pBluescript SK(+/ 一 ) 
水 意 图 

pBluescript 是 一 类 从 
PUC 载体 派生 而 来 的 
噬 菌 术 载 体 ,又 分 为 
PBluescript KS(+/ 一 ) 及 
pBluescript SK (+/—), 
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| 











HegiE yl 





lacZ 编码 1- 半 乳 糖苷 酶 氨基 端 146 个 氨基 酸 的 a- 肽 ,IPTG ( 异 两 基 -p-D- 硫 代 半 
乳糖 芽 ) 诱 导 该 基因 表达 ,所 合成 的 p- 半 乳 糖苷 酶 a- 肽 与 宿主 细胞 编码 的 缺陷 型 B- 半 
乳糖 苷 酶 互补 ,产生 有 活性 的 8- 半 乳 糖苷 酶 ,水 解 培养 基 中 的 X-gal(5- 溴 -4- 毛 -3- 
呵 | 唆 -8-D- 半 乳 糖苷), 生 成 蓝 色 的 溴 氯 吗 骂 。 因 此 ,在 含 X-gal 的 培养 基 中 , 非 转化 菌落 


旺 蓝 色 , 含 有 重组 DNA 分 子 的 菌落 呈 白 色 。 


除了 有 赣 白 斑 第 选 的 优势 之 外 ,pUC 质粒 的 相对 分 子 质 量 更 小 ,如 pUC8 只 有 


天 fl-)ori 
fl(+)ori\ 
EE 
ap 1 lacZ’ 
Kpnl 
pBluescript SK(+/-) MCS 
3.0kb Sacl 
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2 750 bp,pUC18 只 有 2 686 bp, 仅 带 有 
来 自 pPBR322 的 氨 茶 青霉素 抗 性 基因 及 
复制 起 点 ,以 及 与 /ac2" 相关 的 序列 。 由 
于 缺失 rop 基因 , 带 有 pUC 质粒 的 菌株 ， 
不 经 氯 霉 素 扩 增 ,平均 每 个 细胞 即 可 产 
500 ~ 700 个 pUC 质粒 拷贝 。 

pBluescript 是 一 类 从 pUC 载体 派生 
而 来 的 噬 菌 粒 载体 , 又 分 为 pBluescript 
KS(+/-) 或 pBluescript SK(+/-) 站 +。 
KS 或 SK 分 别 表示 多 克 降 位 点 区 的 取向 ， 
表明 lacZ 基因 按照 Kpn 1 一 Sac I 或 
Sac [一 Kpn 1 的 方向 转录 。(+/-) 表 示 


单 链 喉 菌 体 fl 复制 起 点 的 两 种 相反 的 取向 。 fl(+) 起 点 表示 当 pBluescript 噬 菌 粒 载体 和 
辅助 噬菌体 共 感 染 宿主 细胞 时 ,能够 回收 到 jacZ 基因 的 有 意义 链 DNA。f1(-) 起 点 则 表 
示 当 pBluesript 叭 菌 粒 载体 与 辅助 噬菌体 共 感 染 宿主 细胞 时 ,可 回收 到 acZ 基因 的 无 意 
义 链 DNA。 

在 pBluescript 的 多 克隆 位 点 区 两 侧 , 有 一 对 T3 和 T7 叭 菌 体 的 启动 子 , 用 以 定向 指 
导 插入 在 多 克隆 位 点 上 的 外 源 基因 的 转录 。 同 时 具有 单 链 喉 菌 体 1 的 复制 起 点 和 一 个 
来 自 ColE1 质粒 的 复制 起 点 ,保证 该 载体 在 有 无 辅助 噬菌体 共 感 染 时 ,按照 不 同 的 复制 
形式 分 别 合成 出 单 链 或 双 链 DNA。 带 有 氨 苯 青霉素 抗 性 基因 ,作为 转化 子 克 隆 的 选择 
标记 ; 带 有 jacZ 基因 ,可 以 按照 X-gal-IPTG 组 织 化 学 显 色 法 筛选 带 有 叭 菌 粒 载体 的 重 
组 子 。 

获得 了 用 外 源 DNA 片段 和 载体 分 子 重组 而 成 的 杂种 DNA 分 子 后 ,还 必须 通过 一 
个 被 称 为 细菌 转化 的 过 程 将 其 重新 导入 到 宿主 细胞 中 ,才能 保证 重组 DNA 分 子 的 增 
殖 " 。1970 年 ,科学 家 发 现 , 大 肠 杆菌 细胞 经 适量 氯 化 钙 处 理 后 ,能 有 效 地 吸收 
入 噬菌体 DNA。1972 年 ,又 有 人 报道 ,经 氯 化 钙 处 理 的 大 肠 杆 菌 细胞 能 够 有 效 地 摄 
取 质 粒 DNA。 从 此 ,大 肠 杆菌 就 成 了 分 子 克隆 中 最 常用 的 转化 受 体 。 同 年 ,美国 斯 坦 
福 大 学 的 Berg 等 人 在 体外 用 限制 性 内 切 核酸 酶 EcoR 1 分 别 消 化 猿 猴 病 毒 SV40 和 
入 噬菌体 DNA ,再 用 T4 DNA 连接 酶 将 两 种 不 同 的 消化 片段 连接 起 来 ,首次 获得 了 同 
时 含有 SV40 和 入 噬菌体 DNA 的 重组 DNA。1973 年 ,Cohen 实验 室 成 功 地 将 分 别 经 
限制 性 内 切 核 酸 酶 处 理 的 编码 卡 那 霉 素 抗 性 基因 的 大 肠 杆 菌 质粒 R6-5 DNA 与 编码 
四 环 素 抗 性 基因 的 另 一 种 大 肠 杆 菌 质粒 pSC101 DNA 混合 后 加 入 T4 DNA 连接 酶 ,得 
到 的 重组 杂种 DNA 分 子 能 同时 降解 卡 那 霉 素 和 四 环 素 , 从 而 获得 了 具有 双重 抗 性 特 
征 的 质粒 DNA。 

由 来 自 大 肠 杆菌 的 质粒 DNA 形成 的 重组 DNA 分 子 可 以 在 原来 的 宿主 细胞 中 增殖 ， 
这 似乎 还 比较 容易 理解 。 那 么 ,不 同 物种 的 外 源 DNA 片段 是 否 也 可 以 在 大 肠 杆 菌 细胞 中 
增殖 呢 ?7 为 了 回答 这 个 问题 ,Cohen 和 Boyer 等 人 合作 ,把 非洲 爪 蛤 核糖 体 蛋 白 基因 片段 
与 pSC101 质粒 DNA 片段 重组 后 导入 大 肠 杆菌 ,证 明 动 物 基因 也 能 进入 大 肠 杆 菌 细 胞 并 
转录 出 相应 的 mRNA 分 子 。 上 述 实验 表明 : 

(1) 像 pSC101 这 样 的 质粒 DNA 分 子 可 以 作为 基因 克隆 的 载体 ,从 而 把 外 源 DNA 导 
入 宿主 细胞 。 

(2) 像 非 洲 爪 蟾 这 样 的 高 等 生物 的 基因 也 可 以 被 成 功 地 转移 到 原核 细胞 中 并 实现 其 
功能 表达 。 

(3) 质粒 DNA- 大 肠 杆菌 细胞 作为 一 种 成 功 的 基因 克隆 体系 ,有 可 能 在 重组 DNA 或 
基因 工程 研究 中 发 挥 重 要 作用 。 
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， Pstl 
Amp 抗 性 Tet 抗 性 > 


(amp') (er) Ee OO 
; \@1 企 人 ps < 
| 大 肠 杆菌 pBR322 质 粒 。 启 8) 3 O 2 


外 源 DNA 


区 
oo 099 


转化 大 肠 杆菌 












| 选择 转化 子 
所 有 菌落 都 培养 基 中 
带 有 质粒 DNA 含有 Tet 
细菌 细胞 中 带 菌落 转移 进行 第 选 


培养 基 中 含有 Tet 培养 基 中 含有 Amp+Tet 














图 5-5 重组 DNA 操作 过 程 示 意图 
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5.2 DNA 基本 操作 技术 


5.2.1 ”核酸 凝 胶 电泳 


自从 琼脂 糖 (agarose) 和 聚 丙烯 酰胺 (polyacrylamide) 凝 胶 被 引入 核 酸 研究 以 来 , 按 
相对 分 子 质 量 大 小 分 离 DNA 的 凝 胶 电泳 技术 ,已 经 成 为 一 种 分 析 鉴 定 重组 DNA 分 子 
及 蛋白 质 与 核酸 相互 作用 的 重要 实验 手段 ,也 是 大 量 现行 分 子 生 物 学 研究 方法 ,如 DNA 
分 型 .DNA 核 苷 酸 序列 分 析 、 限 制 性 内 切 核酸 酶 片段 分 析 以 及 限制 性 酶 切 做 图 等 的 技术 
基础 。 

实验 中 , 若 将 一 种 分 子 放 置 到 电场 中 , 它 就 会 以 一 定 的 速率 移 向 适当 的 电极 ,我 们 把 
这 种 电泳 分 子 在 电场 作用 下 的 迁移 速率 ,叫做 电泳 的 迁移 率 , 它 与 电场 强度 和 电泳 分 子 本 
身 所 携带 的 净 电 荷 数 成 正比 。 就 是 说 ,电场 强度 越 大 ,电泳 分 子 所 携带 的 净 电 荷 数量 越 多 ， 
其 迁移 的 速率 越 快 ,反之 则 变 慢 。 由 于 在 电泳 中 往往 使 用 无 反应 活性 的 稳定 的 支持 介质 ， 
如 琼脂 糖 凝 胶 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 等 , 故 电泳 的 迁移 率 与 分 子 的 摩擦 系数 成 反比 。 已 知 摩 
擦 系数 是 分 子 大 小 、 极 性 及 介质 黏度 的 函数 ,因此 ,根据 分 子 大 小 的 不 同 , 构 型 或 形状 的 差 
异 以 及 所 带 的 净 电荷 的 多 赛 , 便 可 以 通过 电泳 将 蛋白 质 或 核酸 分 子 混合 物 中 的 各 种 成 分 
彼此 分 离开 来 。 

在 生理 条 件 下 ,核酸 分 子 之 糖 -磷酸 骨架 中 的 磷酸 基 团 ,是 呈 离 子 化 状态 的 ,所 以 ， 
DNA 和 RNA 多 核 车 酸 链 又 被 称 为 多 聚 阴离子 (polyanions), 把 这 些 核酸 分 子 放置 在 电场 
当中 ,它们 就 会 向 正 电 极 的 方向 迁移 。 由 于 糖 - 磷酸 骨架 在 结构 上 的 重复 性 质 , 相 同 数量 
的 双 链 DNA 几乎 具有 等 量 的 净 电 荷 , 因 此 它们 能 以 同样 的 速率 向 正 电极 方向 迁移 。 在 一 
定 的 电场 强度 下 ,DNA 分 子 的 这 种 迁移 速率 , 亦 即 电泳 的 迁移 率 ,取决 于 核酸 分 子 本 身 的 
大 小 和 构 型 。 这 就 是 应 用 凝 胶 电泳 技术 分 离 DNA 片段 的 基本 原理 。 

琼脂 糖 是 一 种 线性 多 糖 育 合 物 , 从 红色 海藻 产物 琼脂 中 提取 而 来 。 将 琼脂 糖 粉末 加 
热 到 熔点 后 冷却 凝固 便 会 形成 良好 的 电泳 介质 ,其 密度 由 琼脂 糖 的 浓度 决定 。 经 过 化 学 
修饰 的 低 熔点 琼脂 糖 ,在 结构 上 比较 脆弱 ,因此 ,在 较 低 的 温度 下 便 会 熔化 ,常用 于 DNA 
片段 的 制备 电泳 。 

凝 胶 的 分 辨 能 力 同 凝 胶 的 类 型 和 浓度 有 关 ! 去 ;2 。 琼 脂 糖 凝 胶 分 辩 DNA 片段 的 范围 
为 0.2 ~ 50 kb ,而 要 分 辨 较 小 相对 分 子 质量 的 DNA 片段 , 则 要 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 其 分 辩 
范围 为 1~ 1 000 bp。 凝 胶 浓 度 的 高 低 影响 凝 胶 介质 孔隙 的 大 小 ,浓度 越 高 , 孔 院 越 小 ,其 
分 辨 能 力 就 越 强 。 反 之 ,浓度 降低 ,孔隙 就 增 大 ,其 分 辩 能 力也 就 随 之 减弱 。 例 如 ,20% 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 可 分 离 1 ~ 6 bp 的 DNA 小 片段 ,而 若 要 分 离 1 000 bp 的 DNA 片段 ,就 要 用 
3% 聚 丙 烯 酰胺 凝 胺 。 再 如 ,2%5 琼脂 糖 凝 胶 可 分 离 300 bp 的 双 链 DNA 分 子 , 而 分 离 大 片 
段 DNA 就 要 用 低 含量 (0.3% ~ 1% ) 的 琼脂 糖 凝 胶 。 
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图 5-6 DNA 脉冲 电 
场 凝 胶 电 泳 示 意图 
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表 5-2 谅 脂 炳 及 聚 骨 烯 瞧 胺 昌 胶 分 状 DNA 片段 的 能 力 


凝 胶 类 型 及 含 且 分 离 DNA 片段 的 大 小 范围 /bp 
0.3% 琼脂 楼 50 000 ~ 1 000 
0.7% 玉 申 炳 20 000 ~ 1 000 
1.4% 琼脂 糖 6 000 ~ 300 

4% 聚 内 声 栈 胺 1000~ 100 

10% 聚 丙烯 酰胺 500~25 

20% 聚 内 烽 获 胺 50~1 


在 凝 胶 电 泳 中 ,加 入 适量 省 化 乙 锭 (ethidium bromide,EB) 染料 对 核酸 分 子 进行 染色 ， 
然后 将 凝 胶 放 置 在 紫外 线 下 观察 ,可 十 分 灵敏 而 快捷 地 检测 出 凝 胶 介 质 中 DNA 的 谱 带 
部 位 ,即使 每 条 DNA 带 中 仅 含有 0.05 hg 的 微量 DNA, 也 可 以 被 清晰 地 检测 出 来 。 澳 化 
乙 锭 是 一 种 具 扁 平分 子 的 核酸 染料 ,能 插入 到 DNA 或 RNA 分 子 的 相 邻 碱 基 之 间 ,并 在 
300 nm 波长 的 紫外 线 照 射 下 发 出 荧光 。 把 含有 DNA 分 子 的 凝 胶 浸泡 在 含 省 化 乙 锭 的 溶 
液 中 ,或 是 将 省 化 乙 锭 直接 加 到 DNA 的 凝 胶 介 质 中 ,此 种 染料 便 会 在 一 切 可 能 的 部 位 与 
DNA 分 子 结合 ,然而 却 不 能 与 琼脂 糖 凝 胶 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 相 结合 ,因此 ,只 有 DNA 分 
子 能 吸收 省 化 乙 锭 并 发 出 荧光 。 在 适当 的 染色 条 件 下 ,荧光 强度 与 DNA 片段 的 大 小 (或 
数量 ) 成 正比 。 

实验 表明 ,用 普通 琼脂 糖 凝 腕 电泳 ,很 难 分 离 大 于 50 kb 的 DNA 分 子 ,为 了 进行 超大 
片段 DNA 研究 ,科学 家 发 明了 脉冲 电场 凝 胶 电泳 (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) 
技术 ,用 于 分 离 超大 相对 分 子 质量 (有 时 甚至 是 整 条 染色 体 )DNA。 在 脉冲 电场 中 ,DNA 分 
子 的 迁移 方向 随 着 电场 方向 的 周期 性 变化 而 不 断 改变 。 在 标准 的 PFGE 中 ,第 一 个 脉冲 
的 电场 方向 与 核酸 移动 方向 成 45” 夹 角 , 而 第 二 个 脉冲 的 电场 方向 与 核酸 移动 方向 在 男 
一 侧 成 45” 夹 角 时 "由 于 琼脂 糖 凝 胶 的 电场 方向 ,电流 大 小 及 作用 时 间 都 在 交替 变换 ， 
使 得 DNA 分 子 能 够 随时 调整 其 运动 方向 以 适应 凝 胶 孔 际 的 无 规则 变化 。 与 相对 分 子 质 
量 较 小 的 DNA 相 比 ,相对 分 子 质量 较 大 的 DNA 需要 更 多 的 脉冲 次 数 来 更 换 其 构 型 和 方 
位 ,使 其 按 新 的 方向 游 动 。 应 用 脉冲 电场 凝 胶 电 泳 技术 ,可 成 功 地 分 离 到 相对 分 子 质 量 高 
达 10’ bp 的 DNA 大 分 子 。 





应 用 脉冲 电场 
技术 ,可 分 离 高 
达 107bp 的 DNA 
分 子 
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5.2.2 细菌 转化 


细菌 转化 (transformation) 是 指 一 种 细菌 菌株 由 于 捕获 了 来 自 供 体 菌株 的 DNA 而 导 
任性 状 特征 发 生 遗 传 改变 的 过 程 。 提 供 转化 DNA 的 菌株 称 作 供 体 菌株 ,接受 转化 DNA 
的 细菌 菌株 则 被 称 为 受 体 菌株 。 

在 基因 克隆 的 过 程 中 ,我 们 通常 要 通过 细菌 转化 将 体外 构建 好 的 杂种 DNA 分 子 导 人 
宿主 细胞 中 。 进 入 宿主 细胞 的 外 源 DNA 通过 自身 载体 上 的 复制 起 始点 进行 复制 增殖 ,使 
其 能 够 在 宿主 细胞 中 保持 下 来 ,并 且 还 能 够 很 容易 地 以 完整 的 形式 从 细胞 中 被 分 离 纯化 
出 来 。 

绝 大 多 数 细菌 ,包括 大 肠 杆菌 (E. eco), 正 常 条件 下 仅 能 获取 极 少 晤 的 DNA。 为 了 高 
效 转化 这 些 细 菌 ,必须 对 受 体 细菌 进行 一 些 物理 或 化 学 处 理 ,以 增加 它们 获取 DNA 的 能 
力 。 经 历 了 这 种 处 理 的 细胞 被 称 作 感 受 态 细胞 (competent cell)。 细 菌 转化 常用 的 方法 有 
CaCl, 法 和 电击 法 。 

CaCl, 法 是 制备 大 肠 杆菌 感受 态 最 常用 的 化 学 方法 。 将 快速 生长 的 大 肠 杆菌 置 于 经 
低温 (0% ) 预 处 理 的 低 渗 CaCl, 溶液 中 , 便 会 造成 细胞 膨胀 ,细胞 膜 通 透 性 发 生变 化 , 极 易 
与 外 源 DNA 相 黏附 并 在 细胞 表面 形成 复合 物 。 此 时 ,将 该 体系 转移 到 42% 下 做 短暂 的 
热 刺激 ,外 源 DNA 就 可 能 被 细胞 吸收 。 进 入 细胞 的 外 源 DNA 分 子 通过 复制 表达 ,实现 
遗传 信息 的 转移 ,使 受 体 细胞 出 现 新 的 遗传 性 状 。 将 经 过 转化 后 的 细胞 在 选择 性 培养 基 
上 培养 ,筛选 出 带 有 外 源 DNA 分 子 的 阳性 克隆 。 这 一 方法 可 以 用 于 批量 制备 感受 态 细胞 ， 
其 转化 效率 可 达到 5 x 10' ~ 2 x 10" 个 转化 子 /hg 超 螺旋 质粒 DNA' 7 

电击 法 是 细菌 转化 的 男 一 种 高 效 方法 。 锐利 的 电 脉冲 可 以 在 细胞 膜 上 造成 小 凹陷 ， 
并 由 此 形成 纳米 级 玖 水 孔洞 。 随 着 跨 膜 电压 增加 ,一 些 较 大 的 玖 水 性 孔洞 会 转变 为 亲 
水 性 孔洞 。 在 孔洞 开放 的 时 候 ,介质 中 的 DNA 很 容易 通过 孔洞 进入 细胞 质 基质 。 将 生 
长 至 对 数 中 期 的 玉 co 菌 液 冷却 至 4% 后 离心 ,用 相同 温度 的 纯 水 洗涤 ,用 10% 甘油 悬 
浮 后 将 高 密度 菌 液 ( ~2x 10"/ml) 置 于 特制 的 电极 杯 中 进行 电击 。 获 得 最 大 转化 效率 
时 场 强 一 般 为 12.5 ~ 15 kV/cm, 时 间 跨 度 一 般 为 4.5 ~ 5.5 ms。 电击 转化 与 温度 有 关 , 最 
好 在 0~ 4% 进 行 。 实验 室 常用 带 有 不 同 抗生素 (包括 氨 共 青霉素 . 卡 那 霉 素 和 四 环 素 等 ) 
的 选择 性 培养 基 结合 a - 互补 蓝 白 斑 筛 选 法 鉴定 转化 细胞 。 感 受 态 细胞 转化 频率 的 计 
算 方法 为 ; 

转化 体 总 数 = 菌落 数 x (转化 反应 原液 总 体积 / 涂 板 菌 液体 积 ) 
插入 频率 = 白色 菌落 数 /( 白 色 菌 落 数 + 蓝 色 菌落 数 ) 
转化 频率 (每 微克 DNA 转化 菌落 数 )= 转化 体 总 数 /加 入 质粒 DNA 总 量 (hg)。 

利用 只 菌 体 颗粒 能 够 有 效 地 将 DNA 注入 宿主 细胞 中 这 一 特点 ,科学 家 又 发 明 
了 重组 体 DNA 分 子 的 体外 包装 法 ' 且 5 。 经 包装 的 基因 工程 噬菌体 颗粒 能 够 借助 
细菌 表面 的 叭 菌 体 接收 器 位 点 将 DNA 注入 受 体 细菌 ,并 在 这 些 细胞 中 得 到 繁殖 和 
表达 。 
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图 5-7 细 茵 转化 | 
及 监 白 铬 筛选 | 


空 载体 





含有 外 源 DNA 的 载体 受 体 细胞 


载体 黏附 于 感受 
态 细胞 表面 








含 空 载体 的 菌落 为 蓝 斑 , 含 外 源 DNA 的 菌落 为 白斑 ， 
未 被 转化 的 细菌 不 能 在 抗 性 培养 基 上 生长 
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5.2.3 ”聚合 酶 链 式 反应 技术 


聚合 酶 链 式 反应 (polymerase chain 
reaction,PCR) 技术 可 能 是 体外 快速 扩 增 
特定 基因 或 DNA 序列 最 常用 的 方法 。20 
世纪 80 年 代 , 凯 利 * 穆 利 斯 (Kary Mullis) 
发 明了 该 技术 。 当 时 ,他 供职 于 美国 的 西 
特 斯 公司 一 一 世界 上 第 一 个 靠 重组 DNA 
技术 起 家 的 生物 技术 公司 。PCR 反应 的 
起 始 材料 一 一 模板 DNA, 可 以 是 基因 组 
DNA 上 的 某 个 基因 或 基因 片段 (genomic 
PCR), 也 可 以 是 mRNA 反 转 录 产 生 的 
cDNA 链 (RT-PCRJ)。 

PCR 技术 的 原理 并 不 复杂 。 首 先 将 
双 链 DNA 分 子 在 临近 沸点 的 温度 下 加 热 
分 离 成 两 条 单 链 DNA 分 子 ,DNA 聚合 酶 
以 单 链 DNA 为 模板 并 利用 反应 混合 物 中 
的 四 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 合成 新 生 的 DNA 
互补 链 ' 申 5-%。DNA 聚合 酶 是 一 种 天 然 








图 5-8 入 鸣 菌 体 
作为 克隆 载体 的 体 
| 限制 性 内 切 核 酸 本 外 包装 过 程 








切除 与 蜂 菌 体 包装 无 关 的 DNA 片 段 


DNA 连接 酶 
7 再 本 | 
DNA 片 段 


缺少 DNA 包 装 所 必需 
的 成 分 或 因 插 入 片段 
| 重组 噬菌体 DNA 分 子 ” 太 小 而 影响 了 包装 
| 
| 


| 


> 





体外 包装 





带 有 外 源 DNA 


pe 的 噬菌体 





产生 的 能 催化 DNA (包括 RNA) 的 合成 和 修复 的 生物 大 分 子 。 所 有 生物 体 基因 组 的 准确 
复制 都 依赖 于 这 类 酶 的 活性 。PCR 中 使 用 的 DNA 聚合 酶 不 同 于 一 般 的 聚合 酶 , 它 具有 很 
好 的 耐 高 温 性 。DNA 聚合 酶 开始 DNA 合成 时 都 需要 有 一 小 段 双 链 DNA 来 启动 “引导 ”) 
新 链 的 合成 ,所 以 ,新 合成 的 DNA 链 的 起 点 ,事实 上 是 由 加 入 到 反应 混合 物 中 的 一 对 寡 核 
苷 酸 引 物 在 模板 DNA 链 两 端的 退火 位 点 决定 的 。 








目标 复制 
一 序列 | 目标 序列 
着 引物 

加 聚合 酶 
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和 多 5-9 涌 合 往 链 
式 反 点 (PCR) 技术 
原理 示意 图 


和 Re 风 网 有 周期 


77 


图 5-10 PCR 指数 
扩 增 时 循环 次 数 与 
DNA 产物 二 比较 
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PCR 时 ,只 要 在 试管 内 加 入 模板 DNA、PCR 引物 、 
四 种 核 苷 酸 及 适当 浓度 的 Mg”*,DNA 聚合 酶 就 能 在 数 小 
16 ， 时 内 将 目标 序列 扩 增 100 万 倍 以 上 。 双 链 模板 DNA 分 
64 | 子 首先 在 高 温 下 解 开 成 长 链 单 链 , 短 链 引物 分 子 立 即 与 
256 ” 该 模板 DNA 的 特定 序列 相 结合 ,产生 双 链 区 ,DNA 聚合 
酶 从 引物 处 开始 复制 合成 其 互补 链 ,迅速 产生 与 目标 序 
列 完全 相同 的 复制 品 。 在 后 续 反 应 中 ,无 论 是 起 始 模板 
8192 ， DNA 还 是 经 复制 的 杂 合 DNA 双 链 ,都 会 在 高 温 下 解 开 
32788 成 单 链 , 体 系 中 的 引物 分 子 再 次 与 其 互补 序列 相 结合 , 聚 
合 酶 也 再 度 复制 模板 DNA。 由 于 在 PCR 中 所 选用 的 一 
2 144 | 对 引物 ,是 按照 与 扩 增 区 段 两 端 序列 彼此 互补 的 原则 设 


524 288 


1048576 | 计 的 ,因此 ,每 一 条 新 生 链 的 合成 都 从 引物 的 退火 结合 位 


2097152 | 
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22 4194304 ”点 开始 并 朝 相反 方向 延伸 ,每 一 条 新 合成 的 DNA 链 上 都 
34 16777216 具有 新 的 引物 结合 位 点 。 整个 PCR 过 程 , 即 DNA 解 链 ( 变 
3 67108864 | 性), 引物 与 模板 DNA 相 结合 (退火 )、DNA 合成 ( 链 的 延 


134217728 伸 ) 三 步 ,可 以 被 不 断 重 复 。 经 多 次 循环 之 后 ,反应 混合 


27 
28 268 435 456 


1 党?0 名。 物 中 所 全 有 的 双 链 DNA 分 子 数 , 即 两 条 引物 结合 位 吉之 


同期 等 贝 。 | 间 的 DNA 区 段 的 拷贝 数 ,理论 上 的 最 高 值 应 是 2 
能 满足 进一步 遗传 分 析 的 需要 。 


5.2.4 实时 定量 PCR 


由 于 PCR 技术 具有 极 高 的 敏感 性 , 扩 增 产物 总 量 的 变异 系数 常常 达到 10% ~ 3095。 
因此 ,人 们 普遍 认为 应 用 简单 方法 对 PCR 扩 增 的 产物 进行 最 终 定量 是 不 可 靠 的 。 随 着 技 
术 的 进步 ,20 世纪 90 年 代 末期 出 现 了 实时 定量 PCR (real time quantitative PCR) 技术 , 利 
用 带 荧光 检测 的 PCR 仪 对 整个 PCR 过 程 中 扩 增 DNA 的 累积 速率 绘制 动态 变化 图 ,从 而 
消除 了 在 测定 终端 产物 丰 度 时 有 较 大 变异 系数 的 问题 。 

实时 定量 PCR 在 带 透 明 盖 的 塑料 小 管 中 进 行 ,激发 光 可 以 直接 透 过 管 盖 ,激发 荧光 
探 针 。 荧 光 探 针 事 先 混合 在 PCR 液 中 ,只 有 与 DNA 结合 后 ,才能 够 被 激发 出 荧光 。 随 着 
新 合成 目的 DNA 片段 的 增加 ,结合 到 DNA 上 的 荧光 探 针 增加 ,被 激发 产生 的 荧光 也 相应 
增加 。 最 简单 的 DNA 结合 的 荧光 探 针 是 非 序 列 特 异性 的 ,例如 荧光 染料 SYBR Green I ， 
激发 光波 长 520 nm ,这 种 荧光 染料 只 能 与 双 链 DNA 结合 ' 息 11。 

利用 SYBR Green I 可 以 检测 PCR 反应 中 获得 的 全 部 双 链 DNA ,但 是 不 能 区 分 不 同 
的 双 链 DNA。 为 了 进一步 确保 荧光 检测 的 就 是 寺 DNA 序列 ,人 们 又 设计 了 仅 能 与 目的 
DNA 序列 特异 结合 的 荧光 探 针 , 如 TagMan 探 针 。TagMan 探 针 是 一 小 段 被 设计 成 可 以 与 
靶 DNA 序列 中 间 部 位 结合 的 单 链 DNA (一 般 为 50 ~ 150 bp), 并 且 该 单 链 DNA 的 $ 和 3' 
端 带 有 短波 长 和 长 波长 两 个 不 同 荧光 基 团 。 这 两 个 荧光 基 团 由 于 距离 过 近 ,在 荧光 共振 
能 量 转移 (FRET) 作用 下 发 生 了 荧光 深 灭 ,因而 检测 不 到 荧光 。PCR 反应 开始 后 , 随 着 双 链 
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DNA 变性 产生 单 链 DNA ,7agMan 探 针 结合 到 与 之 配对 的 靶 DNA 序列 上 ,并 被 具有 外 切 酶 
活性 的 Tag DNA 聚合 酶 逐个 切除 而 降解 ,从 而 解除 荧光 淳 灭 的 束缚 ,荧光 基 团 在 激发 光 下 
发 出 荧光 ,所 产生 的 荧光 强度 直接 反映 了 被 扩 增 的 靶 DNA 总 量 ' 所 521。 








未 结合 的 SYBR Green I 
(不 能 产生 荧光 ) ee 


引物 
一 一 一 
3 全 一 -一 -一 一. 一 .一 .一 -一 一 -一 和 
目的 DNA 
5 一 一 全 一 一 一 -一 一 -一 -一 -一 3 


| 进行 PCR 引物 


PR 


~ 一 全 
和 一 一 -一 -一 -一 -一 -一 一 一 -一 一 3 
S$~—— 
结合 到 新 DNA 分 子 中 的 SYBR Green 1 
(产生 绿色 荧光 ) 
延伸 
新 合成 DNA 


1 
JANE 


带 SYBR Green 1 的 DNA 双 链 














被 释放 的 染料 
Taq DNA 聚 合 酶 aa 
延伸 
Te 
新 合成 DNA 











CE 了 
探 针 DNA 被 Tag DNA 育 合 酶 降解 
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| 知 51 SYBR (Green | 
做 探 外 的 实时 定 若 
PCR 实验 过 程 图 示 


加 入 到 PCR 体系 中 的 
荧光 染料 SYBR Green 
I 仅 能 与 双 链 DNA 
结合 ,被 激发 出 绿色 
荧光 ,其 荧光 强度 反 
映 PCR 产物 的 产量 。 


头条 12 WH Tr Mn 
探 针 的 实时 定量 POR 
技术 

TagMan 探 针 具 有 3 
个 要 素 : 一 端的 短波 长 
荧光 基 团 ( 益 形 ), 一 段 
目的 DNA 特异 的 碱 
基 序 列 和 另 一 端的 长 
波长 荧光 基 团 (小 贺 
形 ), 探 针 上 的 荧光 基 
团 十 分 接近 ,因此 两 个 
荧光 基 团 相互 发 生 六 
灭 ,不 产生 绿色 荧光 。 
探 针 上 的 特异 的 碱 基 
序列 被 设计 成 能 与 目 
的 DNA 中 部 序列 结 
合 ,在 PCR 中 , 当 Tag 
DNA 栾 合 酶 延 仲 链 
时 , 它 的 核酸 酶 活性 会 
逐个 切 掉 结合 在 目的 
DNA 中 部 的 TagMan 
探 针 的 碱 基 , 从 而 使 两 
个 荧光 基 团 被 释放 出 
米 , 解 除了 荧光 淳 灭 的 
束缚 。 短 波长 的 荧光 
基 团 在 激发 光 下 产生 
强度 反映 新 合成 目的 
DNA 的 产量 。 
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下 面 以 简单 的 荧光 染料 SYBR Green I 为 例 , 分 析 实 时 定量 PCR 绝对 定量 的 结果 。 
为 确保 实验 数据 的 有 效 性 ,每 次 实验 都 应 设 阴 性 对 照 和 4 个 以 上 标准 品 (将 已 知 浓度 的 
DNA 模板 进行 一 系列 的 稀释 后 成 为 标准 品 ), 每 个 样品 都 至 少 平行 做 3 个 重复 。 通 常 以 
10 ~ 15 个 循环 的 荧光 值 作为 阔 值 或 基线 ,也 可 以 以 阴性 对 照 荧光 值 的 最 高 点 作为 基线 。 
图 5-13a 显示 随 着 扩 增 反应 循环 数 增加 ,代表 扩 增 产物 含量 的 荧光 强度 增加 ;图 5-13b 中 
标准 曲线 由 标准 样品 浓度 的 lg 值 和 其 相对 应 的 Ct 值 所 组 成 。Ct 值 是 产物 荧光 强度 首次 
超过 设 定 阅 值 时 ,PCR 所 需 的 循环 数 。 利 用 标准 曲线 ,可 以 确定 样品 中 待 检测 靶 DNA 的 
绝对 含量 。 此 外 ,通过 实时 定量 PCR, 以 正常 或 野生 型 样品 为 参考 标准 ,可 以 对 处 理 或 突 
变 体 样品 中 基因 表达 的 变化 多 少 进行 相对 定量 ,如 所 5-14。 

野生 型 拟 南 芥 (WT) 整 株 中 WUS 基因 的 表达 丰 度 很 低 , 三 次 重复 的 平均 Cr 值 为 
31.23 + 0.32, 而 在 拟 南 芥 抑 癌 基因 失 活 突变 体 植株 中 WUS 基因 的 表达 丰 度 显著 增加 ,三 
次 重复 的 平均 Cr 值 为 21.92+ 上 0.13。 两 者 的 差 值 ACt 值 为 9.31+0.19, 设 定 实验 中 PCR 
扩 增 效率 为 1.8 (理论 值 为 2), WUS 基因 在 突变 体 拟 南 芥 整 株 与 野生 型 整 株 中 表达 丰 度 的 
相对 比值 为 , 则 n=1.8 迪 - 由 此 算出 WUS 基因 在 突变 体 植株 中 的 表达 丰 度 比 在 野生 型 
拟 南 芥 植 株 中 提高 了 239 + 26.25 倍 。 数 据 处 理 见 表 5-3。 
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图 5-13 用 实时 定量 PCR 法 分 析 未 知 样品 靶 基 因 的 绝对 表达 其 
(a) 扩 增 曲 线 :由 已 知 总 翘 起 始 遇 从 1~1000 000 个 拷贝 ) 的 7 个 标准 品 和 一 个 未 知 样品 三 角形 连 线 ) 得 到 的 扩 增 曲线 。 随 着 PCR 循环 数 横 坐标 ) 
的 增加 ,代表 PCR 产物 产量 的 荧光 强度 ( 纵 坐标 ) 增加 。(b) 标准 曲线 : 纵 坐 标 是 每 个 标准 品 中 所 含 DNA 总 量 (ljg), 横 坐标 是 每 个 标准 品 PCR 产 


物 荧光 强度 首次 超过 设 定 辣 值 (a 中 虚线 ) 时 反应 所 需 的 循环 数 (Cr 值 )。 由 扩 增 曲线 获得 未 知 样品 的 Ce 值 ,通过 对 标准 曲线 的 线性 回归 分 析 可 
计算 出 未 知 样品 中 丢 DNA 的 起 始 量 ( 星 号 )。 


图 $-14 实时 定量 
PCR 对 不 同样 品 中 


目的 cDNA 含量 的 
相对 定 世 
180 
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表 S-3 ”实时 定员 PCR 相对 定量 实验 的 数据 处 理 “ 


冉 ; 以 南 突 态 由 击 > 
流放 Wi 相对 比值 (1.8%) 
31.49 21.78 
Wus Ct 值 30.87 21.95 
31.34 22.04 
平均 值 (Avg) 31.23+0.32 21.92+0.13 9.31+0.19 239 土 26.25 


* 氢 南 芥 野生 型 和 突变 体 样品 经 由 拟 南 芥 管 家 基因 (UBQ10) 进 行 均一 化 处 理 。 
5.2.5 重 亚 硫 酸 盐 测序 技术 


DNA 分 子 上 可 能 发 生 多 种 化 学 修饰 ,如 甲 基 化 .乙酰 化 等 。 在 不 改变 DNA 序列 的 情 
况 下 ,通过 对 DNA 分 子 的 化 学 修饰 ,可 以 改变 基因 表达 水 平 。 相 对 于 传统 的 遗传 学 一 一 
即 只 有 DNA 序列 变化 才能 导致 基因 表达 的 改变 一 一 而 言 , 这 种 现象 被 称 为 表 观 遗传 学 
(epigenetics)。 

DNA 甲 基 化 (DNA methylation) 是 最 早 发 现 的 基因 的 表 观 修饰 方式 之 一 ,具体 指 生 物 
体 在 DNA 甲 基 转移 酶 (IDNA methyltransferase,DNMT) 的 催化 下 ,以 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 CSAM) 
为 甲 基 供 体 将 甲 基 转 移 到 特定 的 碱 基 上 的 过 程 。 甲 基 化 的 主要 形式 有 5- 甲 基 胞 喀 啶 .6- 
甲 基 腺 味 吟 和 7- 甲 基 乌 味 叭 ,在 真 核 生物 中 甲 基 化 主要 发 生 于 胞 喀 啶 。DNA 甲 基 化 能 
引起 染色 质 结构 、DNA 构象 、DNA 稳定 性 及 DNA 与 蛋白 质 相互 作用 方式 的 改变 ,从 而 参 
与 调控 许多 重要 的 生物 学 现象 和 发 育 过 程 - 通常 ,DNA 的 甲 基 化 会 抑制 基因 表达 。 胚 胎 
期 ,基因 组 范围 的 DNA 甲 基 化 模式 异常 会 导致 胚胎 致死 ;成 人 期 ,异常 的 甲 基 化 可 能 意味 
着 疾病 ,特别 是 肿瘤 的 发 生 。 由 于 DNA 甲 基 化 与 人 类 发 育 和 肿瘤 疾病 密切 相关 ,DNA 甲 基 
化 导致 抑 癌 基 因 转录 失 活 ,这 一 现象 已 成 为 表 观 遗传 学 和 表 观 基因 组 学 的 重要 研究 内 容 。 

在 动物 细胞 中 ,DNA 的 甲 基 化 状态 有 三 种 :持续 的 低 甲 基 化 状态 ,如 管家 基因 ;@ 去 
甲 基 化 状态 ,如 一 些 发 育 阶段 特异 表达 基因 ;3 高 度 甲 基 化 状态 ,如 女性 的 一 条 失 活 的 X 染 
色 体 。DNA 的 CpG 序列 在 动物 基因 组 中 出 现 的 频率 仅 有 1%, 远 低 于 基因 组 中 的 其 他 双核 
苷 酸 序列 。 但 在 基因 组 的 某 些 区 域 中 ,Cpc 序列 密度 可 达 均 值 的 $ 倍 以 上 ,成 为 鸟 味 叭 和 胞 
喀 啶 的 富 集 区 ,形成 所 谓 的 CpG 岛 (CpG island)。 哺 乳 动物 基因 组 中 约 有 4 万 个 CpG 岛 。 一 
般 情况 下 ,只 有 CpG 岛 中 的 胞 喀 喧 能够 被 甲 基 化 ,CpG 岛 通常 位 于 基因 的 启动 子 区 或 第 一 
个 外 显 子 区 。 当 肿瘤 发 生 时 , 抑 癌 基因 Cpc 岛 以 外 的 CpG 序列 非 甲 基 化 程度 增加 ,而 CpG 
岛 中 的 CpG 则 时 高 度 甲 基 化 状态 ,使 得 染色 体 螺旋 程度 增加 , 抑 癌 基因 不 能 表达 。 植 物 细 
胞 DNA 甲 基 化 的 范围 明显 大 于 动物 细胞 。 发 生 甲 基 化 的 位 点 不 再 限于 CpG 岛 ( 在 CHG 和 
CHH 位 点 都 有 发 生 ,H=A、T 或 0), 发 生 甲 基 化 的 位 置 也 不 再 局 限于 启动 子 区 和 第 一 外 显 子 区 。 

实验 中 常用 甲 基 化 敏感 限制 性 内 切 核 酸 酶 法 (methylation-sensitive restriction endonuclease， 
MS-RE)、 重 亚 硫 酸 盐 测序 法 (bisulfite sequencing)、 甲 基 化 特异 性 的 PCR (methylation- 
specific PCR,MS-PCR) 以 及 DNA 微 阵列 法 和 甲 基 化 敏感 性 斑点 分 析 法 (methylation 
sensitive dot blot assay,MS-DBA) 来 确定 某 个 碱 基 位 点 的 甲 基 化 情况 。 重 亚 硫 酸 盐 测 序 方 
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图 5-15 重 亚 硫酸 
盐 测 三 技术 厚 理 
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法 由 于 其 高 效 性 而 成 为 科学 家 于 中 研究 DNA 甲 基 化 现象 的 利器 。 

重 亚 硫 酸 盐 测 序 的 主要 过 程 如 下 :将 待 测 DNA 样品 用 限制 性 内 切 核酸 酶 处 理 或 超声 
波 破碎 等 物理 方法 打 断 成 500 ~ 1 000 bp 的 碎片 , 重 亚 硫酸 盐 处 理 使 DNA 中 未 发 生 甲 基 
化 的 胞 圈 啶 发 生 脱 氨基 作用 转变 成 尿 喀 啶 , 而 被 甲 基 化 的 胞 喀 喧 由 于 甲 基 的 保护 而 不 受 
影响 ,PCR 扩 增 后 该 尿 喀 啶 被 测序 仪 读 取 为 胸腺 喀 啶 。 参 考 原始 序列 即 可 判断 原 C 位 点 
是 否 已 经 发 生 甲 基 化 :未 甲 基 化 的 C 位 点 经 重 亚 硫 酸 盐 处 理 后 转变 为 T, 申 基 化 的 C 位 点 
仍 保持 为 C( 国 5-15)。 





| 超声 破碎 或 酶 切 


CH 
| 站 CH; 


fi a 





ATCAAAAGCAGTATCTTCTTTTTTTGGT GATTAAAAGTAGTATTTTTTTTTTTTGGT 








与 普通 PCR 不 同 ,没有 甲 基 保 护 的 C 在 重 亚 硫酸 盐 处 理 后 就 会 转变 为 U, 设 计 重 亚 
硫酸 盐 测 序 引物 时 就 要 将 该 位 点 相应 改 为 T。 由 于 DNA 分 子 上 的 C 位 点 通常 不 是 百 分 
之 百 的 甲 基 化 或 非 甲 基 化 ,所 以 合成 重 亚 硫酸 盐 引 物 时 常常 不 可 避免 地 要 出 现 简 并 位 点 ， 
正 向 引物 中 为 Y(Y=C 或 T), 反 向 引物 中 简 并 位 点 R(R=G 或 A)。 此 外 , 重 亚 硫 酸 盐 测序 
分 析 时 必须 对 同一 目标 片段 进行 多 次 测序 ,通常 要 求 至 少 测序 11 次 ,以 避免 产生 同 源 测 
序 。 所 谓 同 源 测序 (sibling sequencing), 是 指 实验 中 所 挑 取 的 克隆 来 源 于 同一 个 原始 DNA 
模板 分 子 , 形 成 了 完全 相同 的 没有 代表 性 的 甲 基 化 模式 。 

图 5-16 对 棉花 KCS 13 启动 子 某 一 区 段 DNA 进行 重 亚 硫 酸 盐 处 理 并 挑 取 17 个 来 
自 独 立 PCR 反应 的 克隆 进行 测序 。 该 区 段 共 包含 41 个 C 位 点 ,包括 2 个 CG 位 点 .8 个 
CHG 位 点 和 31 个 CHH 位 点 。 在 A 和 B 两 个 不 同 的 棉花 纤维 基因 组 DNA 样品 中 ,该 启 
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位 点 保持 了 高 甲 基 化 状态 ( > 76%),1 个 CHG 位 点 


在 两 个 样品 中 都 保持 非 甲 基 化 状态 ,而 在 CHH 位 点 上 的 甲 基 化 水 平 发 生 了 显著 变化 ( 黑 


和 
人 


动 子 区 段 的 2 个 CG 位 点 和 7 个 CHC 


角 符号 标注 )。 对 未 知 甲 基 化 模式 的 DNA 片段 进行 重 亚 硫 酸 盐 测 序 时 可 加 入 一 段 已 


知 甲 基 化 程度 的 对 照片 段 ,通过 验证 对 照片 段 的 测序 结果 来 证 实 目 的 DNA 甲 基 化 数据 的 
可 靠 性 。 另 外 ,由 于 重 亚 硫 酸 盐 测序 的 引物 常 有 简 并 位 点 ,造成 PCR 扩 增 过 程 中 引物 对 
不 同 甲 基 化 程度 DNA 模板 分 子 亲 和 力 的 不 同 ,使 亲和力 高 的 模板 分 子 在 PCR 终 产物 中 


占 高 比例 ,所 以 实验 中 经 常用 其 他 方法 做 平行 验证 。 


色 


不 同 陆 地 


图 $-16 


棉 样 品 KCS 13 启动 


子 区 重 亚 硫酸 盐 测 


序 结果 


取 不 同 陆地 棉 纤 维基 
因 组 DNA 进行 重 亚 


硫酸 盐 测 序 ,每 个 样品 


测 17 个 独立 克隆 。 每 
个 小 圆圈 表示 该 段 序 


-个 C 位 点 ,用 


不 同 的 颜色 区 分 该 C 
位 点 的 上 下 文 序列 , 蓝 


灰色 表示 CG 位 点 , 深 


列 的 


蓝 色 表示 CHG 位 点 ， 


灰色 表示 CHH 位 点 。 


实心 圆 表示 该 位 点 处 
于 甲 基 化 状态 ,空心 贺 


表示 非 甲 基 化 状态 。 
找到 的 6 个 甲 基 化 水 















和 


和 


入 入 不 入 





全 人 个 个 十 人 二 二 
中信 个 分 人 汝 路 信人 汝 人 汝 小 中信 信人 直人 当 注 
COOOOOOOCOO4 健全 布 他 布 全 












平 发 生变 化 的 CHH 
位 点 ,在 图 中 用 黑色 三 


基因 组 DNA 文库 的 构建 


5.2.6 


角 箭头 标 出 。 


细胞 ,形成 克 


当 大 小 ,分 别 与 载体 组 合 ,导入 微生物 


隆 。 基 因 组 中 所 有 DNA 序列 (理论 上 每 个 DNA 序列 至 少 有 一 份 代表 ) 克隆 的 总 汇 被 称 
为 基因 组 DNA 文库 , 常 被 用 于 分 离 特 定 的 基因 片段 ,分 析 特 定 基 因 结 构 ,研究 基因 表达 调 


把 某 种 生物 的 基因 组 DNA 切 成 适 
控 , 还 可 以 用 于 全 基因 组 物理 图 谱 的 构建 和 全 基因 


组 序列 测定 等 。 


- 步 是 制备 大 小 合适 的 随机 DNA 片段 ,在 体外 将 这 些 


构建 基因 组 DNA 文库 的 第 
DNA 片段 与 适当 的 载体 相连 成 重组 子 ,转化 到 大 肠 杆菌 或 其 他 受 体 细胞 中 ,从 转化 子 克 


个 特定 基因 ,基因 


筛选 到 某 


组 文库 中 


组 文库 必须 具有 一 定 的 代表 性 和 随机 性 。 也 就 是 说 文库 中 全 部 克隆 所 携带 的 DNA 片段 
必须 覆盖 整个 基因 组 。 在 文库 构建 中 通常 采用 两 种 策略 提高 文库 代表 性 :一 是 用 机 械 切 


隆 群 中 筛选 出 含有 靶 基 因 的 克 降 。 为 保证 能 从 基因 


割 法 或 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 法 随机 断裂 DNA, 以 保证 克 降 的 随机 性 ;二 是 增加 文库 重 


组 克隆 的 数目 ,以 提高 覆盖 基因 组 的 倍数 。 预 测 一 个 完整 基因 组 文库 应 包含 的 克隆 数目 ， 


可 用 Clark 和 Carbon 于 1975 年 提出 的 公式 : 


In(1-p) 
In(1-7) 


183 


5.2 DNA 基本 操作 技术 


图 $-17 用 Sau3A 
限制 性 内 切 核酸 酶 
消化 真 核 生物 基因 
组 DNA 并 利用 入 
哄 菌 体 载体 构建 基 
因 组 文库 的 过 程 图 示 
(a) 载体 DNA 片段 的 
制备 ; (b) 真 核 基 因 
组 DNA 片段 的 制备 ; 
{c) 体外 连接 载体 
DNA 及 基因 组 DNA 
片段 的 反应 ; (d) 体外 
包装 ; (e) 感染 大 肠 杆 
菌 细胞 。B=BamH 1 
末端 ;S=Sau3A 末端 。 


式 中 :NN 表示 一 个 基因 组 文库 所 应 该 包含 的 重组 克隆 数目 ;p 表示 所 期 望 的 靶 基 因 在 文库 
中 出 现 的 概率 ;f 表示 重组 克隆 平均 插入 片段 的 长 度 和 基因 组 DNA 总 长 的 比值 。 

为 了 获得 整个 基因 得 或 一 个 基因 及 其 两 翼 延 伸 序列 ,实验 中 所 制备 的 DNA 随机 片段 
一 般 约 20 kb 或 更 大 。 以 人 为 例 , 其 基因 组 大 小 为 3x 10" bp, 若 p=99% ,平均 插 人 片段 大 
小 为 20 kb, 则 N=6.9 x 10’。 

构建 基因 组 文库 最 常用 的 是 入 叭 菌 体 载体 (克隆 能 力 15 ~ 20 kb) 和 限制 性 内 切 核酸 
酶 部 分 消化 法 。 常 用 识别 4 个 核 苷 酸 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 Sau3A 部 分 消化 基因 组 DNA， 
因为 Sau3A 与 BamH I 是 一 对 同 尾 酶 ,所 以 由 Sau3A 酶 切 产生 的 DNA 片段 可 插入 到 经 
BamH | 消化 的 A 叭 菌 体 载 体 上 (基本 流程 如 图 5-17 所 示 )。 提 取 真 核 基因 组 DNA, 用 
Sau3A 局 部 消化 ,消化 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 或 者 蔗糖 梯度 离心 ,收集 相对 分 子 质量 为 
15 ~ 20 kb 范围 的 DNA 片段 。 同 时 用 BamH 1 消化 入 噬菌体 载体 DNA ,纯化 后 用 T4 连 
接 酶 与 收集 的 DNA 片段 相连 接 ,形成 几 合 分 子 。 体 外 包装 后 用 重组 叭 菌 体感 染 大 肠 杆菌 
受 体 细胞 ,产生 哈 菌 斑 , 组 成 包含 该 真 核 生物 基因 组 绝 大 部 分 序列 的 DNA 文库 。 入 叭 菌 
体 文库 构建 方法 简单 高 效 ,所 获得 的 文库 易于 用 分 子 杂 交 法 进行 筛选 ,因此 被 广泛 用 于 细 
菌 ,真菌 等 基因 组 较 小 物种 的 研究 。 











(a) BamHI 位 点 (b) (的 3xl0'bp) 
cos 工 R cos 载体 
DNA 
BamHIT 消 化 加 限制 性 内 切 核酸 酶 
Sau3A 做 局 部 消化 
弃 去 中 间 片 段 Ge i 
NM NM Ge 
cos L R cos 
-一 YY 一 B B— 
Js kb 片段 
cos L R cos 
B ，B 一 WA- 一 Ss 
连接 反应 
(©) 约 20kbDNA 片 段 
体外 包装 





- tiiii 


| 用 重组 噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 
(e) 


基因 文库 
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除了 入 叭 菌 体 以 外 ,还 有 很 多 高 容量 的 克隆 载体 ,如 柯 斯 质粒 .细菌 人 工 染 色 体 
(BAC)、P1 源 人 工 染 色 体 (PAC), 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC) 都 可 用 于 基因 组 文库 的 构建 。 这 
些 载体 的 优点 是 可 以 插 人 大 片段 DNA, 如 柯 斯 质粒 可 以 接受 大 至 45 kb 的 插入 ,应 用 与 入 
噬菌体 文库 类 似 ,但 是 稳定 性 较 差 ,在 大 量 复 制 的 过 程 中 容易 出 现 缺 失 现象 。BAC 、YAC、 
PAC 可 以 容纳 70 ~ 1 000 kb 的 外 源 片 段 ,主要 用 于 基因 组 做 图 ,测序 和 克隆 序列 的 比 对 。 


5.3 RNA 基本 操作 技术 


真 核 生 物 基因 组 DNA 非常 庞大 ,而 且 含 有 大 量 重复 序列 ,无 论 用 电泳 分 离 技 术 还 是 
用 杂交 方法 都 难以 直接 分 离 到 靶 基 因 片 段 。 而 cDNA 则 来 自 反 转 录 的 mRNA ,不 含 元 余 
序列 ,通过 特异 性 探 针 筛选 cDNA 文库 ,可 以 较 快 地 分 离 到 相关 基因 。 由 于 RNA 分 子 敏 
感 脆弱 ,在 自然 状态 下 难以 被 扩 增 ,因此 ,为 了 研究 mRNA 所 包含 的 功能 基因 信息 ,一般 
将 其 反 转 录 成 稳定 的 DNA 双 螺 旋 (complementary DNA ,cDNA), 再 插入 到 可 以 自我 复制 的 
载体 中 。 一 个 高 质量 的 cDNA 文库 代表 了 生物 体 某 一 器 官 或 者 组 织 mRNA 中 所 含 的 全 
部 或 绝 大 部 分 遗传 信息 。 


5.3.1 总 RNA 的 提取 


细胞 中 的 总 RNA 包括 mRNA rRNA .tRNA 以 及 一 些小 RNA(sSRNA)。 一 个 典型 的 动 
物 细胞 约 含 10” hg RNA, 其 中 80% ~ 85% 为 TRNA 15% ~ 20% 为 tRNA 及 sRNA, 这 些 
RNA 分 子 具 有 确定 的 大 小 和 核 苷 酸 序列 ,特别 是 rRNA 电泳 后 的 2 条 特征 性 条 带 28S 和 
18S 是 鉴定 总 RNA 纯度 和 完整 性 的 重要 参数 。mRNA 占 总 RNA 的 1% ~ $%。 同 时 ,由 于 
mRNA 呈 单 链 状 ,容易 受 核酸 酶 的 攻击 ,对 RNA 的 操作 要 求 比 DNA 操作 更 严格 ,要 保证 
实验 环境 .所 用 器 四 及 溶液 均 没有 RNA 酶 的 污染 。 

总 RNA 的 抽 提 方法 有 多 种 ,目前 实验 室 常 用 的 方法 是 用 异 硫 氰 酸 肽 - 苯酚 抽 提 法 。 
Trizol 试剂 是 使 用 最 广泛 的 抽 提 RNA 专用 试剂 ,主要 由 节 酚 和 异 硫 氰 酸 肽 组 成 ,可 以 迅速 
破坏 细胞 结构 ,使 存在 于 细胞 质 基质 及 核 内 的 RNA 释放 出 来 ,并 使 核糖 体 蛋 白 与 RNA 分 
子 分 离 ,还 能 保证 RNA 的 完整 ,提取 RNA 时 ,首先 用 液 氮 研磨 材料 , 匀 浆 ,加 入 Trizol 试 剂 ， 
进一步 破碎 细胞 并 溶解 细胞 成 分 。 然 后 加 入 氯仿 抽 提 ,离心 ,分 离 水 相 和 有 机 相 , 收 集 含 
有 RNA 的 水 相 , 通 过 异 丙 醇 沉淀 ,获得 比较 纯 的 总 RNA, 用 于 下 一 步 mRNA 的 纯化 。 实 验 
中 还 常 将 含有 RNA 样品 的 细胞 破碎 液 通过 一 个 硅胶 膜 纯化 柱 , 使 RNA 吸附 在 硅胶 膜 上 而 
与 其 他 成 分 分 开 ,进一步 在 低 盐 浓度 下 从 硅胶 膜 上 直接 洗 脱 RNA ,得 到 纯度 较 高 的 RNA。 
要 根据 不 同 植物 组 织 的 特点 ,预先 去 除 酚 类 多 糖 或 其 他 次 级 代谢 产物 对 RNA 的 干扰 。 

RNA 的 浓度 和 纯度 可 以 通过 测定 其 ODx 和 ODyw 来 判断 。0ODo 为 1 时 相当 于 
RNA 含 量 为 40 hg/ml, 而 ODsyODzso 的 比值 如 果 为 1.8 ~ 2.0, 表 示 所 提取 的 RNA 纯度 较 好 ， 
如 果 样 品 中 有 和 蛋白质 或 酚 污染 , 则 0D,w/0OD,w 的 比值 将 明显 低 于 1.8。 

可 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 RNA。 由 于 RNA 呈 单 链 状态 , 易 形 成 二 级 结构 而 且 易 


5.3 RNA 基本 操作 技术 


185 


图 5-18 JolyAT Tracl 
mRNA 分 离 纯 化 过 
程 简 图 


降解 ,因此 常 在 变性 条 件 下 进行 RNA 电泳 。 甲 醛 是 最 常用 的 变性 剂 ,也 可 用 加 热 方式 或 
尿素 等 变性 剂 。 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 主要 用 来 分 析 小 相对 分 子 质量 的 RNA, 电 泳 后 如 
果 rRNA 大 小 完整 ,而且 28S rRNA 和 18S rRNA 亮度 接近 2 : 1,mRNA 分 布 均匀 , 则 认为 
RNA 质量 较 好 。 


5.3.2 mRNA 的 纯化 


真 核 细 胞 的 mRNA 分 子 最 显著 的 结构 特征 是 具有 5' 端 帽 子 结构 (m'G) 和 3' 端的 
poly(A) 尾 巴 ,这 种 poly(A) 结 构 为 真 核 生 物 mRNA 的 提取 提供 了 极为 方便 的 选择 性 标志 ， 
实验 中 常用 寒 (dT) - 纤维 率 柱 层 析 法 获得 高 纯度 mRNA。 该 方法 利用 mRNA 3' 末端 含 
有 poly (A') 的 特点 , 当 RNA 流 经 守 (dT) 纤维 素 柱 时 ,在 高 盐 缓 冲 液 的 作用 下 ,mRNA 被 
特异 性 地 结合 在 柱 上 ,再 用 低 盐 溶液 或 蒸馏 水 洗 脱 mRNA。 经 过 两 次 寡 (dT) 纤 维 柱 后 可 
得 到 较 高 纯度 的 mRNA。 实 验 中 常用 polyAT Tract mRNA 分 离 系 统 将 生物 素 标记 的 守 (dT) 
引物 与 细胞 总 RNA 温 育 ,加 入 与 微 磁 球 相连 的 抗 生 物 素 蛋白 以 结合 polyA mRNA ,通过 磁 
场 吸附 作用 将 poly (A)mRNA 从 总 RNA 中 分 离 壬 19)。 














含有 mRNA 的 总 RNA 
SG ee AAAAAAAS! 
与 生物 素 - 寡 +B , 
(dT) 引 物 相 结合 PEABO 
I it A A A NAA: 3 
3'TTTTTTT-B 5’ 
加 包 时 有 抗 生 物 素 蛋 
白 的 微型 强力 磁 球 
站 一 一 AAAAAAA3， 
TTTTTTT-B NPMP 
磁性 吸附 
RE 
ea 
学 
sm6 一 人 AAAAAA3/ dis 
TTTTTTT- J 
洗 脱 人 
BP sg 
1 一 一 AAAAAAA3， 
i 
(水 相 ) {( 固 相 ) 
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5.3.3 cDNA 的 合成 


cDNA 的 合成 包括 第 一 链 和 第 二 链 cDNA 的 合成 ,整个 流程 如 图 四 汪 1 所 示 。 第 一 
链 cDNA 的 合成 是 以 mRNA 为 模板 , 反 转 录 成 cDNA ,由 反 转 录 酶 催化 ,该 酶 合成 DNA 时 
需要 引物 引导 ,常用 的 引物 是 oligo (dT)。oligo (dT) 引物 一 般 包含 12 ~ 20 个 脱氧 胸腺 喀 
了 啶 核 苷 酸 ,后 面 加 一 个 连接 引物 (通常 为 Xho I 等 酶 切 位 点 ) 以 便于 克隆 构建 。 





于 5 一 DNA 合 
7 随机 6 碱 基 引 物 R。 守 dT, 4 图 5-19 cDNA 


随机 6 碱 基 引 物 成 过 程 示 意图 
mRNA mRNA mRNA A 
Ta- 2 R WW RT 
第 一 链 合成 





加 上 EcoR 1 (Not1 ) 接 头 


cDNA 分 级 


EcoRL EcoR1l 








cDNA 合成 完毕 , 准备 连接 





在 cDNA 合成 的 过 程 中 ,应 选用 活性 较 高 的 反 转 录 酶 及 甲 基 化 dCTP,cDNA 两 端 应 
加 上 不 同 内 切 酶 所 识别 的 接头 序列 ,保证 所 获得 双 链 cDNA 的 方向 性 (图 5-20)。 反 应 体系 
中 一 般 加 入 甲 基 化 dCTP, 保 证 新 合成 的 cDNA 链 被 甲 基 化 修饰 ,以 防止 构建 克隆 时 被 限 
制 性 内 切 核 酸 酶 切割 。 第 二 链 cDNA 的 合成 是 以 第 一 链 为 模板 ,由 DNA 聚合 酶 催化 。 常 
用 RNase H 切割 mRNA-cDNA 杂 合 链 中 的 mRNA 序列 所 产生 的 小 片段 为 引物 合成 第 二 
条 cDNA 的 片段 ,再 通过 DNA 连接 酶 的 作用 连 成 完整 的 DNA 链 。 此 时 加 入 含有 另 一 个 
酶 切 位 点 的 黏 性 接头 (如 EcoR I), 与 cDNA 相连 接 后 用 Xho 工 酶 切 ,使 EDNA 双 链 5' 端 
和 3' 端 分 别 具 有 EcoR I 和 Xho 工 黏 端 ,保证 它 与 载体 相连 时 有 方向 性 。 因 为 绝 大 多 数 
大 肠 杆 菌 细胞 都 会 切除 带 有 5'- 甲 基 胞 喀 啶 的 外 源 DNA, 所 以 实验 中 常 选 用 merA- merB- 
菌株 以 防止 cDNA 被 降解 。 
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图 S$-20 定 加 CDNA 
合成 及 分 子 修饰 
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接头 及 引物 序列 
| 5'CTCGAGTTTTTTTTTTTT 
3'AAAAAAAAA A A A a 5' 


无 RNase H 活 性 的 反 转 录 酶 
5 一 甲 基 dCTP、dATP、dGTP、dTTP 





Xhol ” 和 7 
51CTCG GITTTTTTITTTT ml le kee 3 


3'AAAAAAAAAAA A me 5' 


RNase H 
DNA 育 合 酶 I 





CH CH， CH; CH,; CH; 
Cn ee 
5'‘CTCGATTTTTTTTTTTT 9 


3'GAGCTCAAAAAAAA A A A mn 5 





EcoR 1 接头 
| 


CH CHy CH CH; CH; 
Eee je 
SAATTCCTCGAGTTTTITTTTTTTTT ha > 


3'**"*GAGCTCAAAAAAAA A A A A nmeeen + CTTAAS' 


| meimaaaanam 


CH， CH， CH; CH， CH; 
Xho | EcoR | 
SHOGAGTTTTTTIRTTTIT **° G3" 
3'CAAAAAAAA A A A A nme CTTAAS' 
完整 的 有 方向 性 的 cDNA 











5.3.4 cDNA 文库 的 构建 


由 于 cDNA 的 长 度 一 般 为 0.5 ~ 8 kb, 常 用 的 质粒 载体 和 噬菌体 类 载体 都 能 满足 要 求 。 
cDNA 文库 的 载体 选择 要 根据 该 文库 的 用 途 来 确定 ,例如 常用 的 Uni-zap XR 载体 是 一 种 
入 噬 菌 粒 载体 ,具备 噬菌体 的 高 效 性 和 质粒 载体 系统 可 利用 蓝 白斑 筛选 的 便利 ,可 容纳 
0~ 10 kb DNA 插入 片段 。 该 载体 内 部 含有 pBluescript 载体 的 全 部 序列 ,重组 后 可 通过 体 
内 前 切 反应 (in vivo excision) 将 cDNA 插入 片段 转移 到 质粒 系统 中 进行 筛选 克隆 和 序列 
分 析 。 

含有 cDNA 插入 片段 的 重组 哈 菌 粒 只 有 经 过 体外 蛋白 外 这 包装 反应 ,才能 成 为 有 侵 
染 和 复制 能 力 的 成 熟 噬菌体 。DNA 和 和 蛋白质 提取 物 的 浓度 、 二 者 的 体积 比 、 反 应 温度 及 
时 间 对 包装 效果 都 有 很 大 影响 ,而 包装 反应 结果 的 好 坏 对 重组 噬菌体 的 侵 染 能 力 至 关 重 
要 。 用 经 包装 的 叭 菌 体感 染 大 肠 杆菌 培养 物 后 涂 布 在 琼脂 平板 上 , 便 会 产生 成 千 上 万 个 
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独立 叭 菌 斑 , 每 个 噬 菌 斑 由 一 个 重组 噬菌体 分 子 形成 。 一 个 比较 完整 的 cDNA 文库 常 包 
含 大 于 5x 10 的 独立 克隆 。 一 旦 获得 含有 某 种 组 织 器 官 cDNA 信息 的 叭 菌 粒 文库 ,就 可 
用 于 筛选 目的 基因 ,大 规模 测序 .基因 芯片 杂交 等 功能 基因 组 学 研究 。 


5.3.5 基因 文库 的 筛选 


基因 文库 的 筛选 是 指 通 过 某 种 特殊 方法 从 基因 文库 中 鉴定 出 含有 所 需 重组 DNA 分 
子 的 特定 克隆 的 过 程 。 主 要 筛选 方法 包括 核酸 杂交 法 .PCR 筛选 法 和 免疫 筛选 法 等 。 

(1) 核酸 杂交 法 ”核酸 杂交 法 以 其 广泛 的 适用 性 和 快速 性 成 为 基因 文库 筛选 中 最 常 
用 的 方法 之 一 ,常用 放射 性 标记 的 特异 DNA 探 针 进行 高 密度 的 菌落 杂交 筛选 (外 5-*1 1。 将 
圆 形 硝酸 纤维 素 膜 放 在 含有 琼脂 培养 基 的 培养 四 表面 ,将 待 筛选 菌落 从 其 生长 的 平板 上 
转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,进行 适当 温 育 。 同 时 保留 原来 的 菌落 平板 做 对 照 。 取 出 已 经 长 
有 菌落 的 膜 ,用 碱 液 处 理 , 使 菌落 发 生 裂解 ,DNA 随 之 变性 。 接 着 用 蛋白 酶 K 处 理 硝 酸 纤 
维 素 膜 去 除 蛋白 质 ,形成 菌落 DNA 的 印迹 。80 乞 烘 烤 滤 膜 ,将 DNA 固定 在 膜 上 。 将 滤 腊 
与 放射 性 标记 的 DNA 或 RNA 探 针 杂交 ,通过 放射 性 自 显影 显示 杂交 结果 。 在 X 线 底片 上 
显 黑色 斑点 的 就 是 实验 中 寻找 的 目的 克隆 ,可 以 通过 对 应 于 平板 上 的 位 置 找到 相应 克隆 。 








培养 基 上 的 菌落 


挑 出 阳性 克隆 了 1 
保存 母 板 时 : 


放射 自 显 影 图 像 











也 可 用 杂交 筛选 法 进行 重组 只 菌 斑 的 筛选 。 将 硝酸 纤维 素 膜 米 盖 在 琼脂 平板 表面 ， 
使 之 与 噬 菌 斑 直接 接触 , 噬 菌 斑 中 大 量 没有 被 包装 的 游离 DNA 及 噬菌体 颗粒 便 一 齐 转移 
到 膜 上 。 可 从 同一 鸣 菌 斑 平板 上 连续 印 几 张 同 样 的 硝酸 纤维 素 膜 ,进行 重复 实验 ,而 且 可 
以 使 用 两 种 或 数 种 不 同 的 探 针 筛 选 同一 套 重组 子 , 提 高 结果 的 可 靠 性 。 

(2) PCR 筛选 法 ”PCR 筛选 法 与 核酸 杂交 筛选 法 具有 同样 的 通用 性 ,而 且 操作 简单 ， 
但 前 提 是 已 知足 够 的 序列 信息 并 获得 基因 特异 性 引物 。 例 如 ,要 从 一 个 基因 组 DNA 文库 
筛选 目的 基因 ,首先 将 整个 文库 (以 质粒 或 菌落 的 形式 均 可 ) 保存 在 多 孔 培养 板 上 ,用 设计 
好 的 目的 基因 探 针对 每 个 孔 进行 PCR 筛选 ,鉴定 出 阳性 的 孔 ,把 每 个 阳性 孔 中 的 克隆 再 
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外 5-21 通过 核酸 
杂交 得 侈 目 的 克隆 


流程 图 
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图 5-22 噬菌体 表 
达 文 库 的 免疫 化 学 
第 选 法 示意 图 
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稀释 到 次 级 多 孔 板 中 进行 PCR 筛选 。 重 复 以 上 程序 ,直到 鉴定 出 与 目的 基因 对 应 的 单个 
克隆 为 止 。 

(3) 免疫 筛选 法 ”由 于 免疫 筛选 法 是 基于 抗原 抗体 特异 性 结合 原理 ,所 以 该 法 适用 于 
对 表达 文库 的 筛选 。 也 就 是 说 如 果 该 DNA 或 者 cDNA 文库 是 用 表达 载体 构建 的 ,每 个 克 
隆 都 可 以 在 宿主 细胞 中 表达 ,产生 所 编码 的 蛋白 质 ,就 可 以 用 免疫 筛选 法 进行 筛选 。 即 使 
实验 中 靶 基 因 的 序列 完全 未 知 ,只 要 拥有 针对 该 基因 产物 的 特异 性 抗体 ,也 能 用 这 个 方法 
进行 第 选 。 

免疫 检测 与 菌落 或 咽 菌 斑 的 核酸 杂交 相似 , 先 将 菌落 或 吹 菌 斑 影 印 到 硝酸 纤维 率 膜 
上 , 原 位 溶解 菌落 释放 抗原 蛋白 ,再 用 抗体 与 固定 了 抗原 的 膜 杂 交 , 抗 原 抗体 结合 后 ,再 用 
标记 的 二 抗 与 之 反应 ,通过 对 标记 物 的 检测 ,就 可 以 找到 阳性 克隆 (外 2)。 





文库 铺 于 E.coli 
形成 哄 菌 责 





转移 到 
硝酸 纤维 素 膜 





全 SN 
NS 


 / 


吸收 入 噬菌体 中 
表达 的 外 源 蛋 白 





| 筛选 膜 上 的 
刚 菌 斑 印 记 


洗 去 未 结合 的 抗体 
加 入 酶 偶 联 的 二 抗 


5.4 基因 克隆 技术 














在 当今 生命 科学 的 各 个 研究 领域 中 ,“ 克 隆 ”(clone) 一 词 已 被 广泛 使 用 。 在 多 细胞 的 
高 等 生物 个 体 水 平 上 ,人 们 用 克隆 表示 由 具有 相同 基因 型 的 同一 物种 的 两 个 或 数 个 个 体 组 
成 的 群体 ,所 以 说 ,从 同一 受精 卵 分 裂 而 来 的 单 卵 双 生子 (monozygotic twin) 便 是 属于 同一 克 
降 。 在 细胞 水 平 上 ,克隆 一 词 是 指 由 同一 个 祖 细胞 (progenitor cell) 分 裂 而 来 的 一 群 带 有 完 
全 相同 遗传 物质 的 子 细胞 。 在 分 子 生 物 学 上 ,人 们 把 将 外 源 DNA 插 人 具有 复制 能 力 的 载 
体 DNA 中 ,使 之 得 以 永久 保存 和 复制 这 种 过 程 称 为 克隆 。 由 于 真 核 生物 基因 组 DNA 十 分 
复杂 ,实验 中 常 通过 筛选 由 mRNA 产生 的 cDNA 文库 来 分 离 到 目的 基因 片段 。 高 等 生物 虽 
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然 可 拥有 3 万 ~ 5 万 种 不 同 的 基因 ,但 在 一 定时 间 段 的 单个 细胞 或 组 织 中 , 仅 有 15% 左右 
的 基因 得 以 表达 ,产生 出 5 000 ~ 10 000 种 不 同 的 mRNA 分 子 , 使 得 筛选 过 程 相对 简单 些 。 


5.4.1 RACE 技术 


cDNA 未 端 快速 扩 增 法 (rapid amplification of cDNA end,RACE) 是 一 项 在 已 知 cDNA 
序列 的 基础 上 克隆 $ 端 或 3' 端 缺 失 序列 的 技术 , 即 在 很 大 程度 上 依赖 于 RNA 连接 酶 连 
接 和 窒 聚 贝子 的 快速 扩 增 。 已 知 cDNA 序列 可 来 自序 列表 达标 签 ,减法 cDNA 文库 , 差 式 
显示 和 基因 文库 筛选 。 主 要 操作 步骤 如 下 /有 523): 

1. 获得 高 质量 总 RNA: 含 有 大 量 完整 mRNA .tRNA .rRNA 和 部 分 不 完整 mRNA。 

2. 去 磷酸 化 作用 : 带 帽 子 结构 的 mRNA 不 受 影响 。 

3. 去 掉 mRNA 的 5' 帽子 结构 ,加 特异 性 RNA 寡 聚 接头 并 用 RNA 连接 酶 相连 接 。 

4. 以 特异 性 寒 dT 为 引物 ,在 反 转 录 酶 的 作用 下 , 反 转 录 合 成 第 一 条 cDNA 链 , 包 含 
了 寡 接 头 的 互补 序列 。 

5. 分 别 以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 RACE 反应 :SRACE 以 5' 端 RNA 窒 聚 接头 的 部 
分 序列 和 基因 特异 的 3' 端 反 向 引物 进行 PCR 扩 增 ,获得 基因 的 5' 端 序列 。3'RACE 以 了 
端 基因 特异 的 引物 和 3' 端 寒 dT 下 游 部 分 序列 为 引物 进行 PCR 扩 增 ,获得 基因 的 3' 端 序 
列 。 如 果 只 对 3' 端 序列 感 兴趣 ,可 以 越过 第 2、3 两 步 ,直接 从 第 4 步 开始 进行 3RACE。 
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1. 在 反 转 录 酶 的 作用 下 ,用 已 知 基因 片段 内 部 特 1. 在 反 转 录 酶 的 作用 下 ,以 连 有 可 以 与 mRNA 3 
异性 引物 (gene-specific primer 1,GSP1) 启 始 多 核 芽 酸 末端 配对 的 oligo(dT) 锚 定 引 物 AP 启 
cDNA 第 一 条 链 的 合成 。 始 cDNA 第 一 条 链 的 合成 。 
2. 用 RNase 混合 物 降 解 模板 mRNA 并 纯化 已 合 2. 用 RNase 降解 模板 mRNA- 
成 的 cDNA 第 一 条 链 - 3. 用 锚 定 引物 AP 和 基因 片段 内 部 特异 引物 GSP 
3. 由 末端 转移 酶 在 已 合成 的 cDNA 链 的 3" 末端 进行 PCR 扩 增 ,以 期 得 到 目的 基因 3' 端 片段 。 
连续 加 入 dCTP ,形成 oligo(dC) 尾巴 。 
4. 以 连 有 oligo(dC) 的 锚 定 引物 AP (anchor primer) 
和 基因 片段 内 部 特异 引物 GSP2 进行 巢 式 PCR 
扩 增 ,以 期 得 到 目的 基因 5' 端 片 段 。 
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图 5-23 5'(a) 和 3 


(b)RACE 流程 图 
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图 5-24 RDA 基因 
克隆 法 流程 图 


192 


6. 将 纯化 后 的 PCR 产物 克隆 到 载体 DNA 中 ,进行 序列 分 析 。 除 了 获得 全 长 cDNA 
之 外 ,RACE 技术 还 被 用 于 获得 5' 和 3' 端 非 转录 序列 ,研究 转录 起 始 位 点 的 不 均一 性 , 研 
究 启动 子 区 的 保守 性 。 


5.4.2 应 用 cDNA 差 示 分 析 法 克隆 基因 


分 子 生 物 学 研究 在 近 数 十 年 间 得 到 了 长 足 的 发 展 ,大 量 分 子 克 隆 技术 日 至 成 熟 和 完 
善 ,但 是 ,要 在 没有 任何 探 针 的 情况 下 克隆 控制 某 一 特定 性 状 或 生理 反应 中 间 步 又 的 基因 
仍然 有 很 强 的 挑战 性 。 作 为 对 染色 体 步 移 技术 和 定位 克隆 技术 等 方法 的 补充 ,cDNA 差 
示 分 析 法 (representational difference analysis, RDA) 充分 发 挥 了 PCR 以 指数 形式 扩 增 双 
链 DNA 模板 ,而 仅 以 线性 形式 扩 增 单 链 模 板 的 特性 ,通过 降低 cDNA 群体 复杂 性 和 更 换 
cDNA 两 端 接头 等 方法 ,特异 性 扩 增 目的 基因 片段 时 2 。 因 为 试验 材料 (tester,T) 和 探 
针 材 料 (driver,D) 在 接受 差 示 分 析 前 均 经 一 个 4 碱 基 内 切 栈 处理, 形成 平均 长 度 256 bp 
的 代表 群 ,保证 绝 大 部 分 遗传 信息 能 被 PCR 扩 增 。 第 一 次 T 减 D 反应 中 两 者 的 浓度 比 
就 要 求 达到 1 : 100 或 更 高 ,经 过 2 ~ 3 次 重复 后 ,T 群体 中 非特 异性 序列 几乎 没有 偶然 逃 
脱 的 可 能 性 。 每 次 T 减 D 反应 后 仅 设置 72 亿 复 性 与 延伸 ,94 人 变性 这 两 个 参数 共 20 个 
PCR 循环 ,PCR 产物 的 特异 性 和 所 得 cDNA 片段 的 纯度 均 较 高 。 
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选用 开花 后 10 天 ,棉花 纤维 伸 长 速度 最 快 的 陆地 棉 纤 维 及 无 长 绒 无 短 绒 突 变 体 豚 珠 
作为 起 始 材料 ,用 改良 的 cDNA 差 未 分 析 法 筛选 纤维 伸 长 相关 基因 。 实 验 中 首先 用 RDA 
法 获得 纤维 特异 的 cDNA 差 显 库 ,每 次 随机 挑 取 50 个 克隆 测序 ,经 14 组 700 个 序列 分 析 
表明 该 减法 库 中 最 多 包含 280 ~ 300 个 独立 基因 ' 专 54, 一 次 性 获得 了 大 量 纤维 促 长 期 特 
异 表达 基因 。 


表 5-4 wDNA 差 显 库 随机 序列 分 析 结 果 “ 
分 组 1~4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 总 数 
成 功 序列 数 189 40 42 43 43 42 45 44 43 41 43 615 
独立 基因 数 133 24 2 2 19 16 12 11 8 学 4 280 
百分比 /% 70 60 6 49 44 38 26 25 18 17 9 


* 每 次 随机 挑 取 50 个 克隆 进行 序列 分 析 , 第 1~4 组 包含 了 对 前 4 组 200 个 克隆 的 序列 分 析 结 果 。 
5.4.3 ”Gateway 大 规模 克隆 技术 


随 着 越 来 越 多 的 动 ,植物 基因 组 全 序列 被 测定 ,前 所 未 有 的 编码 基因 (可 读 框 ) 被 识 
别 ,但 是 ,要 阐明 这 些 基因 的 功能 ,就 必须 把 不 同 的 可 读 框 连 人 各 种 载体 ,进行 蛋白 质 表 
达 ,抗体 制备 .宿主 细胞 或 植物 转化 、 表 型 分 析 、 细 胞 内 定位 以 及 目的 蛋白 与 其 他 分 子 的 
相互 作用 等 后 续 研究 。 传 统 的 酶 切 连接 方法 不 能 满足 大 规模 克隆 的 需要 ,只 有 通过 一 种 
高 效 的 对 载体 和 宿主 没有 依赖 性 的 克隆 系统 ,才能 完成 这 项 繁杂 的 工作 。Gateway 基因 
大 规模 克隆 法 利用 入 噬菌体 进行 位 点 特异 性 DNA 片段 重组 ,实现 了 不 需要 传统 的 酶 切 
连接 过 程 的 基因 快速 克隆 和 载体 间 平 行 转移 ,为 大 规模 克隆 基因 组 注释 的 可 读 框 提供 了 
保障 。 

Gateway 克隆 技术 主要 包括 TOPO 反应 和 LR 反应 两 步 。TOPO 反应 将 目的 基因 PCR 
产物 连 入 Entry 载体 ,该 载体 上 的 CCCTT 能 被 拓扑 异 构 酶 所 识别 , 切 开 后 通过 该 酶 274 位 
上 的 酷 氨 酸 与 切口 处 的 磷酸 基 团 形成 共 价 键 ,被 偶 联 在 载体 上 。 加 入 PCR 产物 后 ,载体 
上 3' 突出 端 GTGG 与 PCR 产物 的 互补 性 末端 接头 序列 CACC 配对 ,使 PCR 产物 以 正确 
方向 连 人 Entry 载体 (多 5-25%。 

LR 反应 被 用 于 将 目的 片段 从 Entry 载体 中 重组 人 表达 载体 。Entry 载体 上 基因 两 端 
具有 attL1 和 attL2 位 点 ,目的 载体 上 含有 attR1 和 attR2 位 点 ,在 重组 蛋白 的 作用 下 发 生 
定向 重组 ,形成 新 的 位 点 atB1 和 attB2, 将 目的 基因 转移 到 表达 载体 中 ! 国 3230 


5.4.4 ”基因 的 图 位 克隆 法 


基因 的 图 位 克隆 法 (map-based cloning) 是 分 离 未 知性 状 目 的 基因 的 一 种 好 方法 ， 
从 理论 上 说 ,所 有 具有 某 种 表 型 的 基因 都 可 以 通过 该 方法 克隆 得 到 。 首 先 ,通过 构建 
遗传 连锁 图 ,将 目的 基因 定位 到 某 个 染色 体 的 特定 位 点 ,并 在 其 两 侧 确定 紧密 连锁 的 
RFLP 或 RAPD 分 子 标记 。 其 次 ,通过 对 许多 不 同 生 态 型 个 体 的 大 量 限制 性 内 切 核酸 
酶 和 杂交 探 针 的 分 析 , 找 出 与 目的 基因 距离 最 近 的 分 子 标记 ,通过 染色 体 步 移 技术 将 
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图 5-25 


位 于 这 两 个 标记 之 间 的 基因 片段 分 离 并 克隆 出 来 时 5-?6), 再 根据 基因 功能 互 作 原 理 鉴 
定 目的 基因 。 

在 RFLP 作 图 中 ,连锁 距离 是 根据 重组 率 来 计算 的 ,1 ceM( 厘 摩 ) 相 当 于 1% 的 重组 率 。 
人 类 基因 组 中 ,1 cM= 1 000 kb; 拟 南 芥 中 ,1 cM 二 290 kb; 小 麦 中 ,1 cM=3 500 kb。 








PENTR 基因 
(Entry 载体 ) 





ENTR_ attLl 基因 attL2 attB1 基因 attB2 
(b)p p 目 的 基因 
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目的 载体 "EE ”te | SS By-pProduct | 
attR1 ccdB attR attP1 i ccdB attP2 


Gateway 大 规模 克隆 策略 





(a)TOPO 反应 ,将 由 PCR 得 到 的 目的 基因 连 入 Entry 载体 ; (b)LR 反应 ,通过 位 点 特异 性 重组 将 目的 基因 从 Entry 载体 连 入 表达 载体 。 








多 5-26 染色 体 步 | 
移 法 到 隆基 因 示 
意图 方向 
| a d 二 [3 
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由 于 水 稻 基 因 组 比较 小 ,与 其 他 单子 叶 植 物 有 较 高 的 共 线 性 现象 ,其 基因 组 序列 已 
经 被 测定 ,基因 转化 系统 也 比较 完善 ,所 以 成 为 单子 叶 植物 功能 基因 研究 的 模式 系统 。 
近年 来 ,我 国 科学 家 利用 自主 筛选 的 水 稻 突 变 体 和 高 密度 分 子 标记 遗传 图 谱 , 应 用 该 
技术 成 功 地 分 离 出 多 个 具有 重要 生理 功能 的 水 稻 基 因 , 包 括 控制 水 稻 分 蓝 的 关键 基因 
MOC1 和 控制 植株 茎 秆 强度 的 脆 杆 基因 BC1。 图 5-27 介绍 了 图 位 法 克隆 BC1 基因 的 实 
验 流程 。 
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5.4.5 热 不 对 称 交 错 多 聚 酶 链 式 反应 克隆 T-DNA 插入 位 点 侧翼 序列 


热 不 对 称 交 错 多 聚 酶 链 式 反 应 (thermal asymmetric inter-laced PCR ,TAIL-PCR) 常用 
于 扩 增 T-DNA 插 入 位 点 侧翼 序列 ,从 而 获得 转基因 植物 插入 位 点 特异 性 分 子 证 握 包 5-28)。 
该 方法 使 用 一 套 梨 式 (nested) 特异 引物 (T-DNA 边界 引物 ,TR) 和 一 个 短 的 随机 简 并 引物 
(AD)。 第 一 轮 反 应 (primary reaction,PCR1 ) 是 TAIL-PCR 的 重要 环节 ,先进 行 5 个 高 严 
说 性 循环 ,特异 性 引物 TR1 与 模板 退火 ,只 能 发 生 单 引物 循环 ,T-DNA 上 游 侧翼 序 列 得 到 
线性 扩 增 。 再 大 幅度 降低 退火 温度 ,使 AD 及 TR1 均 与 模板 DNA 相 结 合 ,指数 扩 增 一 个 
循环 。 此 后 ,两 个 高 严谨、 一 个 低 严 谨 循 环 交替 进行 , 共 15 个 循环 。 特 异性 序列 (两 端 分 
别 拥 有 TR1 和 AD 序列 ) 和 非特 异性 序列 TI (只 有 TR1, 没 有 AD 序列 ) 大 大 超过 非特 异性 
序列 I (两 端 均 为 AD 序列 )。 

PCR 工 以 TR2 为 特异 性 引物 与 AD 配对 ,进行 12 个 TAIL-PCR 循环 ,特异 性 序列 
再 次 被 优先 扩 增 ,非特 异性 序列 I 也 大 大 降低 ,此 时 已 没有 明显 的 背景 片段 。PCR 下 是 
真正 意义 上 的 PCR ,用 TR3 为 特异 性 引物 与 AD 配对 , 共 20 个 循环 ,进一步 扩 增 特异 性 
序列 。 


5.4 ”基因 克 降 技术 


图 5-27 用 图 位 克 
降 法 钦 得 水 稻 脆 村 
基因 B41 


(a) 首先 将 BCI 位 点 
定位 于 水 稻 3 号 染色 
体 (Chr3) 着 丝 粒 区 
的 分 子 标记 C524a 和 
RMI16 之 间 。(b) 瑞 羡 
BC 位 点 的 BAC 大片 
段 ,数字 表示 从 7 068 
个 bcl-2 突变 体 F, 村 
株 中 鉴定 出 的 重组 子 
数目 。(c) BC 位 点 的 
精细 定位 ,BC; 位 点 被 
定位 于 CAPS(cieaved 
amplified polymorphic 
sequence) 分 子 标记 P2 
和 P4 之 间 3.3 kb 的 
DNA 区 段 , 并 与 P3 标 
记 共 分 离 。(d) BCI 基 
因 结 构 。 实 心 矩 框 为 
编码 区 ,空心 矩 框 为 对 
和 3' 非 翻 详 区 ,和 矩 框 
之 间 的 线段 为 内 含 子 。 
bcl-1 和 bc/-2 表示 两 
个 脆 杆 突变 体 的 突变 
位 点 。 
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特异 性 引物 (T-DNA 边 界 内 侧 引 物 ， 序 列 已 为 | ) 
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特异 性 产物 非特 异性 产物 ] 非特 异性 产物 上 
TR TRI TR AD-~_AD-~ AD- 
GHEE —————————D CHEE— EE 人 
一 一 一 C= CD 
EEC 一 一) a 
偏 少量 ( 不 可 见 ) 大 者 (可见 ) 少量 (不 可 见 ) 
| 1 000 倍 稀释 
PCR 
| (以 TR2 和 AD 为 引物 , 12 个 TAIL 循 环 ) 
| 
特异 性 产物 非特 异性 产物 I 
TR2 TR2 TR2 
= 人 一 一 > 一 一 人 
一 GE 
一 EEC 
中 等 量 ( 一 般 不 可 见 ) 少量 ( 不 可 见 ) 
PCRM 
(以 TR3 和 AD 为 引物 , 20 个 普通 PCR 循 环 ) 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分析 ( 可 见 到 特异 性 序列 ) 
多 5-28 热 不 对 称 交 错 多 聚 酶 链 式 反应 (TALL-PCR) 流 程 图 
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5.5 蛋白 质 与 蛋白 质 组 学 技术 


1995 年 ,澳大利亚 科学 家 首次 在 Electrophoresis 杂志 上 发 表 关 于 蛋白 质 组 学 (proteome) 
概念 的 论文 。 蛋 白质 组 学 是 蛋白 质 (protein) 和 基因 组 (genome) 研 究 在 形式 和 内 容 两 方面 
的 完美 组 合 , 该 技术 致力 于 研究 某 一 物种 个体、 器 官 .组 织 或 细胞 在 特定 条 件 、 特 定时 间 
所 表达 的 全 部 蛋白 质 图 谱 。 和 蛋白 质 组 与 基因 组 既 相 互 对 应 又 存在 显著 不 同 ,因为 基因 组 
是 确定 的 ,组 成 某 个 体 的 所 有 细胞 共同 享有 固定 的 基因 组 ,而 各 个 基因 的 表达 调控 及 表达 
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程度 却 会 根据 时 间 ,空间 和 环境 条 件 发 生 显著 的 变化 ,所 以 ,不 同 器 官 .组 织 或 细胞 内 拥有 
不 同 的 蛋白 质 组 。 由 于 蛋白 质 分 离 ( 改 进 后 的 双向 电泳 技术 和 高 效 液 相 层 析 技术 ) 和 鉴定 
技术 (现代 质谱 ) 的 快速 发 展 ,以 及 基因 组 学 研究 和 生物 信息 学 的 交叉 渗透 ,蛋白 质 组 学 研 
究 在 近年 来 获得 了 长 足 的 进展 。 


5.5.1 双向 电泳 技术 


到 目前 为 止 ,双向 电泳 (two-dimensional electrophoresis,2-DE) 技术 是 分 离 大 量 混 
合 蛋 白质 组 分 的 最 有 效 方法 。 科 学 家 大 约 在 1975 年 首次 建立 了 等 电 聚 焦 (isoelectric 
focusing,IEF) 及 SDS- 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 (SDS-PAGE) 双向 电泳 技术 外 5-23)。 该 方法 依赖 
于 和 蛋白质 的 两 个 重要 特性 ,等 电 点 和 相对 分 子 质量 。 和 蛋白 质 是 两 性 分 子 , 在 不 同 pH 的 组 
冲 液 中 表现 出 不 同 的 带电 性 ,因此 ,在 电流 的 作用 下 ,在 以 两 性 电解 质 为 介质 的 电泳 体系 
中 ,不 同等 电 点 的 蛋白 质 会 聚集 在 介质 上 不 同 的 区 域 (等 电 点 ) 从 而 被 分 离 。 蛋 白质 的 相 
对 分 子 质 量 决定 了 SDS- 蛋白 质 复合 物 在 凝 胶 电 泳 中 的 迁移 率 ,因为 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 
的 去 垢 剂 SDS 带 有 大 量 的 负电 荷 ,与 之 相 比 ,蛋白 质 所 带电 荷 量 可 以 忽略 不 计 。 所 以 ,和 蛋 
白质 在 SDS 凝 胶 电场 中 的 运动 速率 (速率 与 相对 分 子 质量 成 反比 ) 和 距离 完全 取决 于 其 
相对 分 子 质量 而 不 受 其 所 带电 荷 的 影响 ,不 同 相 对 分 子 质量 的 蛋白 质 将 位 于 凝 胶 的 不 同 
区 段 而 得 到 分 离 。 固 相 化 pH 梯度 技术 (immobilized pH gradients,IPG) 的 应 用 ,建立 了 稳 
定 的 可 精确 设 定 的 pH 梯度 ,直接 避免 了 载体 两 性 电介质 向 阴极 漂移 等 许多 缺点 , 增 大 了 
蛋白 质 上 样 量 ,大 大 提高 了 双向 凝 胶 电泳 结果 的 可 重复 性 。 随 着 各 种 试剂 质量 的 不 断 提 
高 和 新 试剂 的 开发 ,双向 凝 胶 的 分 辩 率 空前 提高 ,其 最 大 分 辨 率 已 达到 每 块 胶 10 000 个 
蛋白 点 。 


eR PH10 
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图 5-29 
胶 展 示 拟 却 


用 2-DE 
并 种 子 


萌发 48h 后 的 蛋白 


质 表 达 情 况 
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5.5.2 ”荧光 差异 显示 双向 电泳 技术 


早期 的 蛋白 质 组 学 研究 内 容 主 要 是 蛋白 质 组 的 表达 模式 , 即 利 用 常规 2-DE 技术 鉴 
定 并 建立 某 一 生物 体 在 特定 时 期 的 全 部 蛋白 表达 谱 。 然 而 蛋白 质 组 在 各 个 生命 进程 中 是 
动态 变化 的 ,不 同 生 物 的 个 体 、 组 织 或 细胞 在 不 同 发 育 时 期 分 化 阶段 以 及 不 同 的 生理 , 病 
理 条 件 下 基因 表达 是 不 一 敏 的 ,所 对 应 的 蛋白 质 组 也 具有 特异 性 。 于 是 ,比较 蛋白 质 组 学 
(comparative proteomics) 应 运 而 生 ,并 逐渐 成 为 后 基因 组 学 时 代 重 要 学 科 。 

近年 来 ,一 种 在 传统 2-DE 技术 上 结合 了 多 重奖 光 分 析 技 术 的 新 方法 一 一 荧光 差异 
显示 双向 电泳 技术 (2-D fluorescence difference gel electrophoresis,2D-DICE) 的 发 明基 本 解 
决 了 传统 2-DE 难以 克服 的 系统 误差 问题 ,提高 了 实验 结果 的 可 重复 性 和 可 信和 度 。 

2D-DIGE 技术 得 益 于 CyDye DIGE 荧光 标记 染料 的 发 现 和 应 用 。 在 最 小 标记 法 中 ， 
三 种 荧光 染料 对 不 同样 本 分 别 进行 标记 ,所 有 标记 样本 混合 后 ,在 同一 块 胶 上 通过 二 向 电 
泳 得 到 有 效 分 离 ,对 每 块 雍 胶 进 行 Cy2、Cy3 和 Cy5 三 次 扫描 ,所 得 图 像 经 过 统计 分 析 软 
件 进 行 自 动 匹配 和 统计 分 析 , 鉴 别 和 定量 分 析 不 同样 本 间 的 生物 学 差异 。 该 方法 可 检测 
低 至 25 pg 的 单一 蛋白 ,能 对 多 达 5 个 数量 级 的 蛋白 质 浓度 变化 给 出 线性 反应 ,而 常规 银 
染 法 只 能 检测 低 至 1 ~ 60 ng 的 蛋白 质 , 仅 有 约 2 个 数量 级 的 线性 动态 范围 。 

在 DIGE 技术 中 ,内 标 (internal standard,1S) 是 所 有 实验 样本 的 混合 物 , 凝 胶 中 的 每 
个 蛋白 点 都 有 自己 的 内 标 ,不 同样 本 间 蛋 白质 的 比较 是 基于 每 个 蛋白 点 相对 于 凝 胶 内 
内 标的 相对 变化 ,分 析 软 件 根据 每 个 蛋白 点 的 内 标 对 其 表达 量 进行 校正 ,保证 检测 到 真 
实 的 蛋白 质 丰 度 变化 由 5 30)。 由 于 同一 实验 中 所 有 凝 胶 都 使 用 同一 内 标 , 每 种 蛋白 质 
都 可 以 通过 内 标 与 其 他 任何 凝 胶 上 的 同 种 蛋白 质 进行 有 效 的 比较 。 内 标的 引入 ,增加 
了 凝 胶 间 匹配 的 可 信和 度 , 有 效 地 鉴别 系统 误差 或 者 样品 中 的 生物 学 变化 ,并 进行 准确 的 
定量 分 析 。 

虽然 2D-DIGE 技术 本 身 的 优势 大 大 降低 了 实验 中 出 现 的 系统 误差 ,但 是 由 于 所 用 荧 
光 染 料 在 不 同 波长 激发 光 下 表现 出 不 同 的 荧光 特性 , 低 丰 度 蛋 白质 定量 时 较 易 出 现 偏差 。 


5.5.3 和 蛋白质 质谱 分 析 技 术 


蛋白 质 组 学 中 最 有 意义 的 突破 是 用 质谱 鉴定 电泳 分 离 后 的 蛋白 质 。 现 行 的 质谱 仪 
可 分 为 三 个 连续 的 组 成 部 分 , 即 离子 源 ,离子 分 离 区 和 检测 器 。 目 前 常用 的 是 基质 辅助 
的 激光 解析 电离 -飞行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 
spectrometry,MALDI-TOF) 和 电 喷 雾 质 谱 (electrospray ionisation ,ESI-MS)。MALDI-TOF 
的 工作 原理 是 将 从 2-D 胶 中 分 离 得 到 的 或 其 他 来 源 的 绰 白质 酶 解 成 小 肽 段 后 与 基质 ( 主 
要 是 有 机 酸 ) 混合 ,将 样品 混合 物 点 到 金属 靶 表 面 上 并 使 之 干燥 结晶 ,然后 用 激光 秘 击 ,将 
呈 离 子 化 气体 状态 的 待 分 析 物 从 靶 表 面 喷射 出 去 。 离 子 化 的 气体 中 每 个 分 子 带 有 一 个 或 
更 多 的 正 电 荷 , 这 些 气体 肽 段 在 电场 中 被 加 速 后 到 达 检 测 器 的 时 间 由 肽 段 的 质量 和 其 所 
带电 荷 数 的 比值 (m/z) 决 定夺 5 34， 
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Cy2 标 记 Cy3 标 记 Cy5 标 记 








SDS-PAGE 





图 5-30 虹 4 





“和 窒 142” (WT) 和 无 长 绒 无 短 绒 突变 体 (D0 DPA 胜 球 
前 Cy2 标记 WT 和 人 0DPA 肘 珠 等 基 纺 合 重 白 作 为 内 标 ( 显 示 为 监 色 ),Cy3 标记 们 胚珠 复 白 (显示 为 绿色 ),Cys 标记 WT 胚珠 异 白 (显示 为 红 
色 )。 图 中 绿色 重 白 点 代表 WT 0 DPA 用 珠 中 相对 于 所 下 调 的 蛋白 ,红色 蛋白 点 则 代表 WT 0DPA 肪 珠 中 相对 于 人 上调 的 蛋白 


芭 重 中 2D-DIGE 比较 分 析 图 谱 ( 男 见 彩 插 
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实验 中 ,将 感 兴趣 的 蛋白 点 回收 后 ,进行 胰 蛋 白 酶 胶 内 酶 解 ,收集 酶 解 肽 段 。 一 级 质 
谱 将 经 蛋白 酶 降解 后 的 肽 段 按照 质 荷 比 及 强度 进行 解析 ,形成 肽 指纹 图 谱 (PMF), 每 个 母 
离子 峰 代表 一 种 肽 段 ,其 强度 代表 了 上 肽 段 多 少 。 二 级 质谱 是 挑选 一 级 质谱 中 有 代表 性 的 
母 离子 峰 以 诱导 磁 撞 解 离 (collision-induced dissociation ,CID) 方 式 打 碎 ,形成 肽 段 碎片 
指纹 图 谱 (PFF)。 然 后 ,结合 一 级 PMF 和 二 级 PFF 数据 ,进行 数据 库 搜索 ,获得 蛋白 质 
的 具体 鉴定 信息 (所 5-32)。 此 外 ,质谱 技术 还 可 以 用 于 鉴定 蛋白 质 复 合 物 组 成 ,确定 蛋白 
质 翻 译 后 修饰 的 类 型 与 发 生 位 点 ,例如 用 于 蛋白 磷酸 化 .硫酸 化、 糖苷 化 以 及 其 他 修饰 
的 研究 。 





MAEEVEEERLKYLDFVRAAGVYAVDSFSTLYLYAK 
DISGPLKPGVDTIENVVKTVVTPVYYIPLEAVKFVD 
KTVDVSVTSLDGVVPPVIKQVSAQTYSVAQDAPRIV 
LDVASSVFNTGVQEGAKALYANLEPKAEQYAVIT 
WRALNKLPLVPQVANVVVPT. AVYFSEKYNDVVRGT 
TEQGYRVSSYLPLLPTEKITKVFGDEAS 


R.IVLDVASSVFNTGVQEGAK.A 
i 


1316.714 . : 
2314.438 


1032.501 人 


711.452 1346.776 | 60djg22 


| 1 381.746 2236.290| 
2382357 2696.728 
1400 ”1600 ”180 ”2000 ~ 2200 ”2400 72600 

















图 5-32 ”典型 伺 白 一 级 和 二 级 质谱 鉴定 结果 ( 男 见 彩 岳 ) 
将 明显 诱导 的 蛋白 点 (Spot 1) 回 收 后 ,进行 胰 蛋 白 酶 胶 内 酶 解 ,收集 酶 解 肽 段 。 一 级 质谱 将 蛋白 经 酶 解 后 的 肽 段 按照 质 荷 比 及 强度 进行 解析 , 形 


成 肽 指纹 图 谱 (PMF), 每 个 母 离子 峰 代表 一 种 肽 段 ,其 强度 代表 了 肽 段 多 少 。 二 级 质谱 是 挑选 一 级 质谱 中 有 代表 性 的 母 离子 蜂 以 诱导 碰撞 解 离 
(CID) 方 式 打 碎 ,形成 肽 段 碎片 指纹 图 谱 (PFF)。 然 后 ,结合 一 级 PMF 和 二 级 PFF 数据 ,进行 数据 库 搜索 ,获得 具体 的 蛋白 质 鉴定 信息 。 


思考 题 


试 述 基因 克隆 载体 进化 过 程 。 

试 述 PCR 扩 增 的 原理 和 步 驶 。 

说 说 荧光 染料 SYBR Green 「 和 TaqgMan 荧光 探 针 的 主要 不 同 点 。 
说 出 基因 组 DNA 文库 和 cDNA 文库 的 主要 区 别 。 

cDNA 合成 时 的 方向 性 是 如 何 实现 的 ? 

、 试 述 热 不 对 称 交错 多 聚 酶 链 式 反应 (TAIL-PCR) 的 主要 技术 和 原理 ? 
在 基因 操作 实践 中 有 哪些 检测 核酸 和 蛋白 质 相对 相对 分 子 质量 的 方法 ? 
说 说 用 poly AT tract 分 离 mRNA 的 主要 过 程 。 

说 说 cDNA 差 示 分 析 法 的 原理 和 主要 实验 流程 。 
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10. 说 说 Gateway 大 规模 克隆 技术 原理 及 基本 操作 流程 。 

11. 说 说 基因 图 位 克隆 法 的 原理 和 过 程 。 

12. 说 出 基因 组 与 蛋白 质 组 的 主要 差别 。 

13. 说 出 蛋白 质 质谱 技术 的 主要 原理 。 

14. 说 说 蓝 白班 筛选 的 分 子 机 制 。 

15. 已 知 一 个 cDNA 3' 端的 部 分 序列 ,请 设计 实验 流程 得 到 该 基因 的 全 长 cDNA。 


思考 题 
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第 6 章 


分 子 生 物 学 研究 法 (下 ) 
一 一 基因 功能 研究 技术 





6.1 基因 表达 研究 技术 

6.2 ”基因 敲 除 技术 

63 ”和 蛋白质 及 RNA 相互 作用 技术 
6.4 ”基因 芯片 及 数据 分 析 

6.5 利用 酵母 鉴定 靶 基 因 功 能 
6.6 其 他 分 子 生物 学 技术 
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随 着 越 来 越 多 的 基因 组 序列 相继 被 测定 ,人 类 对 生命 本 质 的 认识 已 经 发 生 了 重大 变 
化 。 但 是 ,海量 序列 信息 也 向 我 们 提出 了 新 的 挑战 。 如 何 开 发 利用 这 些 序列 信息 ,如 何 
通过 生物 化 学 分 子 生物 学 等 方法 研究 基因 的 功能 ,从 而 进一步 了 解 生 物体 内 各 种 生理 
过 程 ,了 解 生 物体 生长 发 育 的 调节 机 制 ,了 解 疾病 的 发 生 、 发 展 规律 ,给 出 控制 减缓 甚至 
消除 人 类 遗传 疾病 ,是 新 时 期 生物 学 家 所 面临 的 主要 问题 。 转 录 组 测序 技术 、 原 位 杂交 
技术 .基因 芯片 技术 为 研究 单个 或 多 个 基因 在 生物 体 某 些 特定 发 育 阶 段 或 在 不 同 环境 条 
件 下 的 表达 模式 提供 了 强 有 力 的 手段 。 用 基因 定点 突变 (site-directed mutagenesis) 技术、 
基因 碾 除 技术 、RNAi 技术 可 以 全 部 或 部 分 抑制 基因 的 表达 ,通过 观察 靶 基 因 缺 失 后 生物 
体 的 表 型 变化 研究 基因 功能 。 酵 母 单 杂交 、 双 杂交 技术 .四 分 体 技术 等 都 是 研究 蛋白 质 
相互 作用 、 蛋 白质 -DNA 相互 作用 等 的 重要 手段 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ,研究 者 
可 以 在 活 细胞 内 和 细胞 外 研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,为 认识 信号 转 导 通路 、 蛋 白质 翻 
译 后 修饰 加 工 等 提供 了 丰富 的 技术 支持 。 本 章 将 主要 介绍 研究 基因 功能 的 各 种 分 子 生 
物 学 技术 和 方法 。 


0.1 基因 表达 人 研究 技术 


6.1.1 转录 组 测序 


转录 组 (transcriptome), 广 义 上 指 在 某 一 特定 生理 条 件 或 环境 下 ,一 个 细胞 、 组 织 或 者 
生物 体 中 所 有 RNA 的 总 和 ,包括 信使 RNA(mRNA)\ 核 糖 体 RNA(rRNA)、 转 运 RNA(tRNA) 
及 非 编 码 RNA (non-coding RNA 或 sRNA); 狭 义 上 特 指 细 胞 中 转录 出 来 的 所 有 mRNA 的 
总 和 。 基 因 组 -转录 组 - 蛋白 质 组 (genome-transcriptome-proteome) 是 中 心 法 则 在 组 学 
框架 下 的 主要 表现 形式 。 通 过 特定 生理 条 件 下 细胞 内 的 mRNA 丰 度 来 描述 基因 表达 水 
平 并 外 推 到 最 终 蛋白 质 产物 的 丰 度 ,是 目前 基因 表达 研究 的 基本 思路 。 

转录 组 研究 的 基本 方法 包括 基因 芯片 技术 (gene chip) 和 转录 组 测序 技术 。 我 们 将 在 
6.4 节 详 细 令 述 基 因 芯 片 技术 ,这 里 主要 讨论 转录 组 测序 技术 的 原理 和 应 用 。 

基于 传统 的 Sanger 测序 法 对 转录 组 进行 研究 的 方法 主要 包括 :表达 序列 标签 
(expressed sequence tag,EST) 测序 技术 和 基因 表达 系列 分 析 (serial analysis of expression， 
SAGE) 技 术 。EST 测序 数据 是 目前 数量 最 多 ,涉及 物种 最 广 的 转录 组 数据 ,但 测序 读 长 较 
短 (每 个 转录 物 测定 400 ~ 500 bp), 测 序 通 量 小 ,测序 成 本 较 高 ,而 且 无 法 通过 测序 同时 得 
到 基因 表达 丰 度 的 信息 。 有 人 使 用 SAGE 测序 法 ,用 不 同 转录 物 3' 端 第 一 个 CATG 位 点 
下 游 14 bp 长 的 短 标签 序列 来 标识 相应 的 转录 物 。 由 于 标签 序列 较 短 ,可 以 将 多 个 标签 
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串联 测序 ,使 SAGE 法 相对 于 EST 测序 在 通 量 上 大 大 提高 。 但 过 短 的 序列 标签 降低 了 序 
列 的 唯一 性 ,即使 用 改进 过 的 LongSAGE (21 bp) 标签 测序 ,仍然 有 一 半 的 标签 无 法 被 准确 
注释 到 基因 组 上 。 

高 通 量 测 序 (high-throughput sequencing) 技术 , 又 名 二 代 测 序 (second-generation 
sequencing) 或 深度 测序 (deep sequencing), 可 以 一 次 性 测定 几 十 万 甚至 几 百 万 条 序列 ,是 
传统 测序 技术 的 一 次 革命 ,主要 有 454 测序 平台 和 Solexa 测序 平台 ' 专 ~。 


表 6-1 454 和 Solexa 高 通 量 测序 平台 比较 
项 目 454 Solexa 
读 取 长 度 /bp 约 700 50~ 150 
单 次 测序 数据 量 700 Mb 600 Gb 
测序 周期 23h 7~14h 
测序 成 本 较 高 低 


虽然 都 是 基于 “ 边 合 成 边 测序 ”(sequencing by synthesis,SBS), 但 是 454 和 Solexa 的 
实现 方法 有 很 大 的 不 同 。454 平台 采用 焦 磷酸 测序 (pyrosequencing) 原理 ,如 图 6-1a 所 
示 , 在 DNA 聚合 酶 的 作用 下 ,按照 T、A、C、G 顺序 加 入 的 单个 dNTP 与 模板 的 下 一 个 碱 
基 配 对 ,同时 释放 一 个 分 子 的 焦 磷 酸 (PPi), 在 ATP 硫酸 化 酶 的 作用 下 ,PPi 和 腺 苷 酰 硫酸 
(adenosine-5'-phosphosulfate, APS) 结合 形成 ATP, 在 荧光 素 酶 的 催化 下 ,ATP 和 荧光 素 结 
合 形成 氧化 荧光 素 , 产 生 可 见 光 ,被 CCD 捕捉 。 而 Solexa 平台 ' 必 “- 心 采 用 带 有 荧光 标记 
的 dNTP, 其 3 羟基 末端 带 有 可 被 化 学 切割 的 部 分 ,每 个 循环 反应 只 允许 摊 人 一 个 碱 基 ， 
由 激光 扫描 反应 板 表面 读 出 这 
一 轮 反 应 新 加 的 荧光 信号 ,从 We 
而 判定 碱 基 种 类 。 之 后 ,经 过 
化 学 切割 恢复 3' 端 黏 性 ,进行 












TGCATGCAT 


下 一 轮 聚 合 反应 。 从 上 述 描述 APS PPi 一 
中 不 难看 出 , 随 着 反应 的 进行， ATP dNT 
已 有 荧光 信号 会 使 新 的 荧光 难 i 


以 准确 分 辨 ,因此 该 方法 的 测 
序 读 长 较 短 ,测序 错误 主要 是 
碱 基 替 换 。 而 454 则 由 于 缺少 
终止 反应 的 元 件 ,相同 碱 基 的 
连续 掺 入 常会 带 来 “插入 - 缺 
失 "类 型 的 测序 错误 。 

利用 高 通 量 测序 技术 对 转 
录 组 进行 测序 分 析 , 对 测序 得 : 
到 的 大 量 原始 读 长 (reads) 进行 Ss 
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玫 6-1 3454{a) 和 和 


Solexatb) 削 乓 原理 


本意 图 
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图 6-2 DNA 序列 
的 从 头 组 装 

图 中 浅 蓝 色 标 示 区 域 
铸 盖 度 过 低 , 且 读 长 
缺乏 相对 位 置信 息 的 
区 域 ,其 可 信 度 较 低 ， 
应 当 剔 除 ,保留 两 侧 
序列 。 


206 


过 滤 , 组 装 及 生物 信息 学 分 析 的 过 程 被 称 为 RNA-Seq。 对 于 有 参考 基因 组 序列 的 物种 ， 
需要 根据 参考 序列 进行 组 装 (reference assembly), 对 于 没有 参考 序列 的 ,需要 进行 从 头 组 
装 (de novo assembly), 利 用 大 量 读 长 之 间 重 合 覆 盖 和 成 对 读 长 (pair-end reads) 的 相对 位 
置 关系 ,组 装 得 到 尽 可 能 完整 的 转录 物 , 并 以 单位 长 度 转录 物 上 著 盖 的 读 长 数目 (reads 


per kilo-base gene per million bases, RPKM) 作为 衡量 基因 表达 水 平 的 标准 ! 国 对 2)。 








一 一 测序 读 长 
一 一 一 一 一 成 对 测序 读 长 








现 以 棉花 转录 组 学 数据 为 例 ,简单 分 析 不 同 组 织 或 纤维 不 同 发 育 时 期 基因 表达 情 
况 / 老 6-2/。Solexa 平台 测序 得 到 26.86 Gb 数据 ,经 过 从 头 组 装 总 共 获 得 了 42 773 条 非 重 
复 序列 ,平均 长 度 1 054 nt。 每 个 不 同 组 织 中 有 23 265 ~ 26 427 个 独立 转录 物 。 转 录 组 


表 6-2 陆地 棉 6 个 组 织 的 RNA-Seq 数据 分 析 


组 织 样品 


读 长 数 


并 花 后 0 天 胚珠 47 907 298 
开花 后 5 大 胀 珠 53 022 210 


花 48 049 786 
叶 54 191 238 
根 79 438 254 
荣 49 713024 
总 计 332 321 810 
* Q20, 测 序 准 确 率 达 到 99% 。 
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碱 基数 


3 $93 047 350 
3 976 665 750 
3 603 733 950 
4064 342 850 
7 149 442 B60 
4474 172 160 


26 861 404 920 


Q20"/% 


98.22 
97.86 
97.99 
97.51 
91.68 


91.46 


独立 基因 


总 数 
26 427 
23 520 
23 265 
25 280 
23 905 
24 088 


42 773 


独立 基因 
长 度 /nt 


778 
786 
775 
776 
753 
746 


1 054 


数据 不 但 能 用 来 分 析 不 同 组 织 中 独立 转录 物 数量 ,还 被 用 于 分 析 特 定 转录 物 在 某 个 组 织 
中 的 表达 强度 ( 老 63)。RNA-Seq 还 可 以 用 于 转录 物 结构 .转录 物 SNP 检测 , 非 编码 区 功能 
鉴定 以 及 挖掘 低 丰 度 转录 物 等 研究 . 


表 6-3 ”棉花 组 织 特异 性 转录 因子 表达 强度 分 析 








RPKM | RPKM 
序列 标识 革 风 “一 | 序列 标识 EN 
根 2 | 根 Es 
Unmigene58528 MYB-L 81.86 0.16 Unigene85367 FA4RT 0.40 65.51 
Unigene58563 B3 56.02 0.00 Unigene29146 HD-ZIP 0.00 44.49 
Unigene58582 B3 53.66 D0.29 | Unigene51008 HB 0.24 43.60 
Unigene58458 Dof 45.54 0.00 Unigene18073 MIKC 0.13 36.74 
Unigene55872 Dof 41.56 0.00 Unigene64521 MYB 0.15 31.71 
Unigene51911 bHLH 36.64 019 Unigene58698 B3 0.09 24.01 
Unigene58446 NAC 28,40 0,37 Unigene62109 MYB 0.04 18.45 
Unigene57837 bHLH 20.27 0.00 Unigene52681 bZIP 0.20 17.62 
Unigene58640 SiFa-L 20.25 0.68 Unigene64531 G2-L 0.34 16.92 
Unigene55579 B3 15,71 0.13 Unigene64486 bHLH 0.00 14.49 








转录 组 组 装 过 程 中 ,同一 个 非 重复 序列 上 萎 关 有 来 自 根 . 苓 等 不 同 组 织 的 读 长 ,不 同 读 长 数目 通过 归 一 化 转变 为 
RPKM 值 ,进而 筛选 得 到 组 织 特异 表达 的 转 孙 因子 。 


6.1.2 RNA 的 选择 性 剪接 技术 
RNA 的 选择 性 剪接 是 指 用 不 同 的 剪接 方式 (选择 不 同 的 剪接 位 点 组 合 ) 从 一 个 


mRNA 前 体 产生 不 同 的 mRNA 剪接 异 构 体 的 过 程 。 一 般 将 选择 性 剪接 分 为 如 下 几 类 : 平 
衡 剪 接 .$' 选择 性 剪接 .3' 选择 性 剪接 、 外 显 子 遗 漏 型 剪接 及 相互 排斥 型 剪接 由 和 3。 一 





平衡 将 接 : 


$5'ss 3'ss 
5' 远 择 性 竟 切 ; Ga 


3' 选择 性 的 切 : 


5'ss 3'ss 5's5 3'55 


外 显 子 坦 洁 型 前 切 ; 


相 世 排斥 型 前 切 : 
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图 6-3 选择 性 前 


接 的 不 同类 型 
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舟 6-4 RT-PCR 
检测 S 个 拟 南 芥 转 
录 调 控 因 子 基因 的 
选择 性 剪接 


般 用 RT-PCR 的 方法 研究 一 个 基因 是 否 存 在 选择 性 剪接 。 首 先 以 cDNA 两 端 特异 引物 
或 来 自 不 同 外 显 子 的 引物 序列 在 不 同 组 织 来 源 的 RNA 样品 中 进行 扩 增 , 观 察 PCR 产物 
大 小 是 否 存 在 差异 。 一 旦 发 现 差异 , 即 可 通过 序列 分 析 来 判断 这 种 差异 是 否 来 自 于 选择 
性 剪接 。 图 6-4 为 拟 南 芥 中 发 现 的 有 选择 性 剪接 的 5 个 转录 调控 因子 基因 的 物理 图 谱 。 
选择 性 剪接 使 一 个 基因 翻译 为 多 种 蛋白 质 序列 ,是 基因 表达 多 样 性 的 重要 表现 形式 。 分 
析 人 类 基因 组 数据 发 现 ,有 60% 的 基因 在 表达 过 程 中 可 通过 选择 性 剪接 产生 各 种 形式 的 
mRNA。 最 新 的 研究 表明 , 果 蝇 的 Acam 基因 最 多 可 产生 38 016 种 不 同形 式 的 剪接 体外 5)。 
由 于 选择 性 剪接 与 细胞 生理 ,发育 调 节 以 及 肿瘤 的 发 生 ,转移 等 有 密切 关系 ,阐明 基因 的 
选择 性 剪接 机 制 是 了 解 动 植物 个 体 发 育 和 基因 功能 的 重要 环节 。 因 此 ,发 现 新 的 可 变 剪 
接 异 构 体 ,确定 每 个 异 构 体 的 独特 功能 和 生物 学 意义 并 阐明 其 调节 机 制 ,是 功能 基因 组 时 
代 的 一 个 重要 特征 。 














A1lg72050 NN- NS -NNN SS RS Bs 1 239 | 
| es 975 | 
| 
A14g26040 BN ——————— NR — SN 1 674 | 
I 
/ug26260 国 _ 革 于 到 E_ 央 到 lm 792 
-e765 
73 
[ SS 
Ai4g29930 0 
[| 995 
40g416590 本 ES 8 员 雪 全 本 | 好 天 卫 党 泛 澡 Ee 1 659 
和 5 员 殉 Emma 939 
Se Be Be Bo eB ee ee ee 
0 1 000 2000 3000 3400(bp) 
外 亚 子 4 外 显 子 6 外 显 子 9 外 显 子 17 
基因 组 DNA i i rn n 
1 12 1 481 33 12 


WV A 














司 6-5 果 刚 (Drosophila melanogaster) 的 Dscam 基因 可 以 通过 可 变 剪 接 产 生 38 016 种 可 能 的 mRNA 媳 构 体 


Dscam 基因 编码 一 个 神经 无 轴 突 定向 受 体 , 它 细胞 外 有 一 个 由 10 个 免疫 球 蛋 白 重复 序列 组 成 的 结构 域 ,第 2.3.7 个 免疫 球 蛋 白 重复 序列 分 
别 由 第 4.6.9 号 外 显 子 编码 ,4 号 外 显 子 有 12 个 变异 体 ,6 号 外 显 子 有 48 个 变异 体 ,9 号 外 显 子 有 33 个 变异 体 , 再 加 上 17 号 外 显 子 的 2 个 
变异 体 。 每 个 成 然 的 Dscam mRNA 分 别 只 有 一 个 有 4、6.9 .17 号 外 显 子 的 变异 体 ,由 此 理论 推测 Dscam 基因 共有 12 x 48 x 33 x 2=38 016 


剪接 异 构 体 。 
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6.1.3” 原 位 杂交 技术 


原 位 杂交 (in situ hybridization,ISH) 是 用 标记 的 核酸 探 针 ,经 放射 自 显影 或 非 放 射 检 
测 体系 ,在 组 织 .细胞 . 间 期 核 及 染色 体 上 对 核酸 进行 定位 和 相对 定量 研究 的 一 种 手段 , 通 
常 分 为 RNA 原 位 杂交 和 染色 体 原 位 杂交 两 大 类 。RNA 原 位 杂交 用 放射 性 或 非 放 射 性 (如 
地 高 辛 .生物 素 等 ) 标 记 的 特异 性 探 针 与 被 固定 的 组 织 切片 反应 , 若 细胞 中 存在 与 探 针 互 
补 的 mRNA 分 子 , 两 者 杂交 产生 双 链 RNA ,就 可 通过 检测 放射 性 标记 或 经 酶 促 免 疫 显 色 ， 
对 该 基因 的 表达 产物 在 细胞 水 平 上 做 出 定性 定量 分 析 ' 久 %% 











ee. 所 6-6 用 组 织 放 
(a) Cb) 位 杂交 技术 检测 所 
南 草 B4RDI(a) 和 
上 细胞 尖 定 因子 
WASA(h) 基 央 的 表 

大 襟 式 

| Pe ae 

荧光 原 位 杂交 (fluorescence in situ hybridization ， 外 6-7 人 肌 内 本 


永 兢 舱 气 基因 在 11 
写 和 染色 体 上 的 FISH 


原 位 鸭 爸 结果 ( 男 


FISH) 技术 首 先 对 赛 核 苷 酸 探 针 做 特殊 的 修饰 和 标记 ， 
然后 用 原 位 杂交 法 与 靶 染色 体 或 DNA 上 特定 的 序列 结 
合 ,再 通过 与 荧光 素 分 子 相 耦 联 的 单 克隆 抗体 来 确定 该 
DNA 序列 在 染色 体 上 的 位 置 久 和” 。FISH 技术 不 需要 
放射 性 同位 素 ,实验 周期 短 ,检测 灵敏 度 高 , 若 用 经 过 不 
同 修饰 的 核 苷 酸 分 子 标记 不 同 的 DNA 探 针 , 还 可 能 在 
同一 张 切片 上 观察 几 种 DNA 探 针 的 定位 ,得 到 相应 位 
置 和 排列 顺序 的 综合 信息 。 








6.1.4 基因 定点 突变 技术 


定点 突变 是 重组 DNA 进化 的 基础 ,该 方法 通过 改变 基因 特定 位 点 核 苷 酸 序列 来 改变 所 
编码 的 氨基 酸 序列 ,常用 于 研究 某 个 ( 些 ) 氨基酸 残 基 对 蛋白 质 的 结构 .催化 活性 以 及 结合 配 
体能 力 的 影响 ,也 可 用 于 改造 DNA 调控 元 件 特征 序列 ,修饰 表达 载体 ,引入 新 的 酶 切 位 点 等 。 
由 于 迄今 尚未 建立 能 精确 预测 特定 氨基 酸 残 基 变化 对 整个 蛋白 结构 及 活性 影响 的 模型 , 选 
择 氨基 酸 突变 的 位 点 存在 一 定 的 盲目 性 。 因 为 即使 知道 了 该 蛋白 的 三 维 结构 ,人 们 仍然 无 
法 了 解 某 个 氨基 酸 残 基 对 其 高 级 结构 的 影响 。 少 数 几 个 氨基 酸 残 基 的 改变 ,有 时 根本 不 影 
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图 6-8 寡 核 芽 酸 
介 导 的 DNA 突 齐 
技术 
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响 靶 蛋白 的 功能 ,有 时 影响 了 靶 蛋 白 的 活性 位 点 ,有 时 还 能 从 根本 上 改变 整个 蛋白 的 高 级 结 
构 。 所 以 ,基因 的 定点 突变 是 我 们 进一步 了 解 蛋白 质 的 结构 与 功能 关系 的 重要 手段 。 

最 早 在 20 世纪 70 年 代 初 ,在 进行 小 噬菌体 中 X174 单 链 基 因 组 易 突 变 位 点 图 谱 分 
析 工 作 时 ,科学 家 认识 到 基因 定点 突变 的 可 能 性 。 在 人 工 成 功 合成 宅 核 苷 酸 .获得 高 品质 
DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 的 基础 上 ,科学 家 建立 了 体外 赛 核 背 酸 介 导 的 DNA 突变 技 
术 千 5-8)。PCR 技术 的 出 现 大 大 促进 了 定点 突变 技术 的 发 展 ,简化 了 实验 操作 程序 ,提高 
了 突变 效率 。 科 学 家 主要 采用 两 种 PCR 方法 , 即 重合 延伸 技术 和 大 引物 诱 变法 ,在 基因 
序列 中 进行 定点 突变 。 





> 









含 单 乒 贝 野生 型 靶 序 列 
应 用 DNA 聚合 酶 延 的 单 链 重组 M13DNA 


伸 诱 变 寡 核 背 酸 引物 





转 染 大 肠 杆 菌 ， 
往 选 携带 突变 体 
克隆 的 M13 噬 菌 斑 


纯化 待 利克 隆 ,序列 
分 析 验 证 突变 体 


AGGCGGCTAICGTGGCCT AGGCGGCTAIGGTGGCCT 


图 6-9 阐述 了 重 公 延伸 介 导 的 定点 诱 变 机 制 。 首 先 将 模板 DNA 分 别 与 引物 对 1( 正 
向 诱 变 引 物 FM 和 反 向 引物 R2) 和 引物 对 2( 正 向 引物 F2 和 反 向 诱 变 引 物 RM) 退火 , 通 
过 PCR1 和 PCR2 扩 增 出 两 种 靶 基 因 片 段 。FMR2 和 RMF2 片段 在 重合 区 发 生 退 火 ,用 
DNA 聚合 酶 补 平 缺口 ,形成 全 长 双 链 DNA ,进行 PCR3 扩 增 。 最 后 ,用 引物 F2 和 R2 扩 增 
出 带 有 突变 位 点 的 全 长 DNA 片段 (PCR4)。 

大 引物 诱 变法 首先 用 正 向 突变 引物 (M) 和 反 向 引物 (R1), 扩 增 模 板 DNA 产生 双 链 大 引 
物 (PCR1), 与 野生 型 DNA 分 子 混 合 后 退火 并 使 之 复 性 ,第 二 轮 PCR 中 加 入 正 向 引物 (F2)， 
与 PCR1 中 产生 的 一 条 互补 链 配对 , 扩 增 产生 带 有 突变 的 双 链 DNA' 负 0。 由 于 F2 的 退火 
温度 显著 高 于 第 一 轮 PCR 所 使 用 的 引物 M 和 R1 ,因此 ,可 以 忽略 引物 M 和 RI 在 本 轮 反 应 
中 所 造成 的 干扰 。 获得 定点 突变 PCR 产物 以 后 ,一 般 需 进 行 DNA 序列 分 析 以 验证 突变 位 点 。 
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图 6-9 重合 延伸 
介 导 的 定点 诱 变 
模板 DNA 分 别 与 引 
物 对 1( 正 向 诱 变 引 
物 FM 和 反 向 引物 
R2) 及 引物 对 2( 正 向 
引物 F2 和 反 向 诱 变 
引物 RM) 退火 ,通过 
PCR1 和 PCR2 扩 增 
出 两 种 靶 基 因 片 段 。 
在 PCR3 中 变性 后 的 
FMR2 和 RMF2 片段 
在 重 香 区 发 生 退 火 , 按 
虚线 所 示 进 行 延伸 ,并 
形成 全 长 双 链 DNA。 
PCR4 使 用 引物 F2 和 
R2 扩 增 出 全 长 突变 
DNA, 


图 6-10 大 引物 诱 
变法 示意 图 

PCR1 使 用 正 向 诱 变 
引物 (M, 已 设 定 突变 
碱 基 ) 和 反 向 引物 (R1) 
扩 增 产生 双 链 大 引物 
(PCR1)。 第 二 轮 PCR 
时 再 用 正 向 引物 (F2) 
和 反 向 大 引物 (PCR1) 
配对 扩 增 产生 带 有 突 
变 位 点 的 双 链 DNA。 
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与 经 典 定点 突变 方法 相 比 ,PCR 介 导 的 定点 突变 方法 具有 明显 的 优势 :四 突变 体 回 收 
率 高 ,以 至 于 有 时 不 需要 进行 突变 体 筛选 ;@ 能 用 双 链 DNA 作为 模板 ,可 以 在 任何 位 点 引 
人 和 突变;@ 可 在 同一 试管 中 完成 所 有 反应 ;人 @@ 快 速 简便 ,无 须 在 叭 菌 体 M13 载体 上 进行 分 
子 克隆 。 所 以 ,PCR 介 导 的 定点 突变 方法 已 成 为 定点 突变 的 主要 技术 。 


0.2 ”基因 酸 除 技术 


6.2.1 基本 原理 


经 典 遗 传 学 (forward genetics, 正 向 遗传 学 ) 是 从 一 个 突变 体 的 表 型 出 发 ,研究 其 基因 
型 ,进而 找 出 该 基因 的 编码 序列 。 在 后 基因 组 时 代 , 大 规模 基因 功能 的 研究 正成 为 生命 科 
学 研究 的 热点 ,现代 遗传 学 (reverse genetics, 反 向 遗传 学 ) 首先 从 基因 序列 出 发 ,推测 其 表 
型 ,进而 推导 出 该 基因 的 功能 。 基 因 项 除 (gene knock-out) 又 称 基因 打靶 ,该 技术 通过 外 
源 DNA 与 染色 体 DNA 之 间 的 同 源 重组 ,进行 精确 的 定点 修饰 和 基因 改造 ,具有 专 一 性 强 、 
染色 体 DNA 可 与 目的 片段 共同 稳定 遗传 等 特点 。 

1985 年 ,科学 家 利用 同 源 重组 将 一 段 外 源 质粒 pAB117 插入 到 人 类 染色 体 DNA p- 
珠 和 蛋白 位 点 ,首次 在 哺乳 动物 细胞 中 进行 基因 打靶 并 获得 成 功 。 目 前 ,在 胚胎 干细胞 中 进 
行 同 源 重 组 已 经 成 为 遗传 修饰 基因 组 位 点 的 常规 技术 。 通 过 对 这 些 基 因 逆 除 生 物 个 体 的 
表 型 分 析 ,鉴定 或 推测 该 基因 的 生物 学 功能 。 

基因 毅 除 分 为 完全 基因 痪 除 和 条 件 型 基因 痪 除 ( 又 称 不 完全 基因 痪 除 ) 两 种 。 完 全 
基因 贡 除 是 指 通过 同 源 重组 法 完全 消除 细胞 或 者 动物 个 体 中 的 靶 基 因 活 性 ,条 件 型 基因 
硕 除 是 指 通 过 定位 重组 系统 实现 特定 时 间 和 空间 的 基因 项 除 。 噬 菌 体 的 Cre/Loxp 系统 、 
Gin/Gix 系统 ,酵母 细胞 的 FLP/FRT 系统 和 R/RS 系统 是 现 阶段 常用 的 四 种 定位 重组 系统 ， 
尤 以 Cre/Loxp 系统 应 用 最 为 广泛 。 

(1) 完全 基因 项 除 ” 实 验 中 一 般 采 用 取代 型 或 插入 型 载体 (外 “1 在 ES 细胞 中 根据 
正 - 负 筛选 (positive-negative selection,PNS) 原理 (图 6-12) 进 行 完 全 基因 项 除 实验 。 正 
向 选择 基因 neo 通常 被 插入 载体 靶 DNA 功能 最 关键 的 外 显 子 中 ,或 通过 同 源 重组 法 置 
换 靶 基因 的 功能 区 。neo 基因 有 双重 作用 ,一 方面 形成 靶 位 点 的 插入 突变 ,同时 可 作为 
正 向 筛选 标记 。 负 向 选择 基因 HSV-1k (human semian virus-thymidine kinase) 则 被 置 于 
目的 片段 外 侧 ,含有 该 基因 的 重组 细胞 不 能 在 选择 培养 基 上 生长 。 如 果 细 胞 中 发 生 了 
随机 重组 , 负 向 选择 基因 就 可 能 被 整合 到 基因 组 中 ,导致 细胞 死亡 。 由 于 基因 转移 的 同 
源 重 组 自然 发 生 率 极 低 ,动物 的 重组 概率 为 10”~ 10” ,植物 的 概率 为 10”~ 10”, 即 使 
采用 双向 选择 法 也 很 难保 证 一 次 就 从 众多 细胞 中 筛选 出 真正 发 生 了 同 源 重 组 的 胚胎 干 
细胞 ,必须 用 PCR 及 Southern 印迹 法 等 多 种 分 子 筛选 技术 验证 确实 获得 了 目的 基因 被 
项 除 的 细胞 系 。 
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图 6-11 用 取代 型 
(a)} 或 插 和 人 型 {h) 载 
体 进 行 完 全 基因 蔽 
除 实验 
序列 置换 
1 2 3 4 5 6 neo" 9 
HPRT -G418" 7 
(b) 
9 
neo' 
og 
WC 
1 : .We: 9 
HPRT* 6 78 
序列 插入 
1 2 3 4 5 6 nor 9 8' 9 
HPRT-G418: 人 
目的 基因 基因 鼓 除 载体 
< 
启动 子 1 2 3 4 HSV-tk lneo'l 2 3 HSV-tk 
| 同 源 重组 
VB 3 4 
HSV-tk 1 neo'l , HSV-tk 
上坟 生 来 Guts 两 和 有 
启动 子 
inedl 2 3 
目的 基因 的 第 一 个 外 显 子 被 neo' 基因 替换 
图 6-12 庄 - 负 短 选 法 (PNS 法 ) 第 选 已 发 生 同 源 重 组 的 细胞 


目标 序列 的 第 一 个 外 显 子 中 插入 neo' 基因 ,两 侧 为 单纯 疱疹 病毒 鹏 腺 暗 啶 激酶 基因 ,在 ES 细胞 中 发 生 间 涉 重 组 后 ,neo' 基因 插入 基因 组 中 ,而 单 
弛 瘤 疙 病毒 胸腺 罚 啶 激酶 基因 被 衣 切 掉 , 发 生 重 组 的 ES 细胞 由 于 有 neo" 基因 而 获得 对 抗生素 G148 抗 性 。 因 为 缺失 了 单纯 疱疹 病毒 胸腺 罚 喧 


激酶 基因 ,转化 细胞 同时 对 叮 叭 类 似 物产 生 了 抗 性 。 
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图 6-13 条 件 型 其 
因 项 除 策略 
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(2) 条 件 型 基因 融 除 对 于 许多 有 重要 生理 功能 的 基因 来 说 ,完全 基因 毅 除 往往 导致 
胚胎 死亡 ,有 关 该 基因 功能 的 研究 便 无 法 开展 。 而 条 件 型 基因 效 除 ,特别 是 应 用 Cre/LoxP 
和 FLP/FRT 系统 所 开展 的 组 织 特 异性 敲 除 ,由 于 其 可 调节 性 而 受到 科学 家 的 重视 。 构 建 
条 件 型 基因 毅 除 打靶 载体 时 , 常 将 正 向 选择 标记 neo' 置 于 靶 基 因 的 内 含 子 中 ,并 在 靶 基 因 
重要 功能 域 两 侧 内 含 子 中 插入 方向 相同 的 LoxP 位 点 时 全 3)。 当 实验 中 需要 消除 靶 基 因 
活性 时 ,与 带 有 Cre 重组 酶 基因 的 ES 细胞 杂交 ,Cre 重组 酶 就 能 把 两 个 LoxP 位 点 中 间 的 
DNA 片段 切除 ,导致 靶 基 因 失 活 。 标 记 基 因 两 侧 也 常常 带 有 LoxP 序列 ,因为 许多 时 候 即 
使 标记 基因 位 于 内 含 子 中 也 会 阻 断 靶 基因 的 转录 。 一 旦 出 现 这 种 情况 ,可 以 用 Cre 重组 
酶 表达 质粒 转 染 中 靶 ES 细胞 ,通过 LoxP 位 点 重组 将 neo 抗 性 基因 删除 。 





打 T 和 载体 二 1 jw 让 2 | 
攻关 内 序列 


同 源 重组 后 
中 视 等 位 基因 











以 Cre/loxp 系统 为 基础 ,可 以 在 动物 的 一 定 发 育 阶 段 和 一 定 组 织 细胞 中 实现 对 特定 
基因 进行 遗传 修饰 。 利 用 控制 Cre 表达 的 启动 子 活性 或 所 表达 的 Cre 酶 活性 具有 可 诱导 
性 的 特征 ,人 们 常常 通过 设 定 诱导 时 间 的 方法 对 动物 基因 突变 的 时 空 特异 性 进行 人 为 控 
制 ,以 避免 出 现 死胎 或 动物 出 生 后 不 久 即 死亡 的 现象 。 


6.2.2 ”高 等 动物 基因 毅 除 技术 


豚 胎 干细胞 (ES 细胞 ) 分 离 和 体外 培养 的 成 功 葛 定 了 哺乳 动物 基因 闹 除 的 技术 基础 。 
真 核 生物 基因 项 除 的 技术 路 线 主 要 包括 构建 重组 基因 载体 ,用 电 穿孔 、 显 微 注射 等 方法 把 
重组 DNA 导入 胚胎 干细胞 纯 系 中 ,使 外 源 DNA 与 胚胎 干细胞 基因 组 中 相应 部 分 发 生 同 
源 重组 ,将 重组 载体 中 的 DNA 序列 整合 到 内 源 基 因 组 中 并 得 以 表达 , 主要 实验 流程 及 得 
选 步骤 如 图 6-14 所 示 。 

利用 Neo 基因 替换 目的 基因 外 显 子 信 至 外 显 子 VY 区 段 ,得 到 肠 碱 性 磷酸 酶 (intestinal 
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alkaline phosphatase,IAP) 基因 项 除 的 ES 细胞 ,用 显 微 注射 或 电 穿孔 法 将 14P 基因 项 除 的 
ES 细胞 注入 早期 胚胎 的 赛 胚 腔 中 ,诱导 脸 胎 分 化 ,获得 嵌 合 体 胚 胎 后 与 野生 型 纯 合 体 胚 
胎 回 交 ,获得 由 ES 细胞 分 化 产生 的 14P 基因 项 除 小 鼠 。 实 验证 明 , 纯 合 小 鼠 体 内 检测 不 
到 IAP 蛋白 ,而 该 基因 的 敲 除 导 禾 小 鼠 变 胖 { 儿 15)。 在 条 件 型 基因 遍 除 实验 中 ,首先 构建 
带 有 56 基因 的 LoxP 打靶 载体 的 ES 细胞 ,经 过 杂交 筛选 ,获得 纯 合 体 小 鼠 ; 贞 与 带 有 肝 组 
织 特异 性 , 受 INF-a 诱导 的 Mx-Cre 转基因 小 鼠 杂 交 , 删除 neo 和 外 显 子 3~5, 得 到 肝 组 
织 特异 性 上 敲 除 56 基因 小 鼠 后 发 现 ,H- 胸腺 喀 啶 不 能 挫 入 56 林 因 项 除 小 鼠 肝 组 织 ,细胞 
不 能 进入 S 期 ,不 能 正常 分 裂 增殖 (图 6-16), 





Neo”" HSV-tk 
基因 X 的 置换 载体 
一 
被 破坏 的 基因 X, 两 侧 与 基因 X 同 源 


a +ES 细胞 非 同 源 重组 









基因 于 无 突变 
负 选 择 标记 基因 表达 ,致死 
将 胚胎 植 入 待 孕 的 母体 
显 微 注射 ,将 筛选 之 后 的 ES 
细胞 注入 早期 胚胎 的 衷 胚 腔 
中 ,ES 细胞 是 基因 XX 敲 除 的 
杂 合体 ,并 且 是 黑 毛 纯 合 体 ， 


早期 胚 是 白 毛 杂 合体 hr 
带 突变 基因 的 说 合体 ,白色 区 城 
Bg 来 源 于 受 体 胚 胎 细胞 ,黑色 区 域 


来 源 于 ES 细胞 


扎 合 鼠 与 白 毛 纯 合 体 的 小 鼠 
进行 回 交 





x 
pp 黑色 展 由 ES 细胞 来 源 的 移植 (或 植 入 ) 细 胞 
发 育 而 成 ,是 被 破坏 基因 X 的 杂 合体 
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图 6-14 模式 动物 
小 局 中 完全 基因 敲 
除 的 主要 技术 策略 
与 应 用 举例 
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【8)》 
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| 除 载体 1 DTA 
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图 6-15 肠 碱 性 砚 珊 酶 基因 融 除 加 速 小 鼠 肥 胖 

(a) 利用 meo 基因 蔡 换 目的 基因 外 显 子 W 至 外 显 子 YI 区 段 ,得 到 MP 基因 敲 除 的 ES 细胞 。P, 内 源 Southern 印迹 探 针 。(b) Southern 印迹 实验 ， 
4P 基因 已 从 基因 组 中 项 除 。D3, 来 白 于 亲本 ES 细胞 的 DNA; # 48,14P 基因 敲 除 的 ES 细胞 DNA;+/+、+/ 一 和 一 /一 分别 代表 野生 型 . 杂 合 体 
和 纯 合体 。(c) Northem 印迹 实验 , 纯 合 小 限 体 内 14P 基因 不 表达 ，(d) Western 印迹 实验 , 纯 合 小 鼠 体 内 检测 不 到 IAP 蛋白 。TNAP, 非 组 织 特 
异性 碱 性 磷酸 酶 。(e) 在 高 脂 饲 养 条 件 下 ,14P 基因 上 裔 除 的 小 各 (ko) 较 野生 型 小 鼠 (wt) 更 易 发 胖 











图 6-16 肝 组 织 特 | 
异性 表达 Cre/LoxP | (hy 


系统 条 件 型 敲 除 小 H x x B H 
鼠 40S 核糖 体 和 蛋白 野生 型 基因 ES 4 7 [|| "WE 
56 基因 导致 肝 细 胞 3 及 

分 六 增殖 受阻 | 


(a) 构建 带 有 56 基因 
的 LoxP 打靶 载体 的 


i 
ES 细胞 ,经 过 杂交 得 H X B H 
打靶 基因 | 
选 ,获得 纯 合 休 小 区 : 一 一 二 一 
再 与 带 有 肝 组 织 特异 4 


性 , 受 INF-a 诱导 的 
Mx-Cre 转基因 小 鼠 
杂交 ,删除 neo 和 外 显 
子 3~5, 得 到 于 组 织 毅 除 基因 H X Xx B H 
特异 性 敲 除 56 基因 | 
的 小 鼠 。H, Hind 旭 ; 1 2 探 针 
B,BanHl;X,Xbal , 
(b) Southern 印迹 表明 ， Cb) A 二 ) fc ) (d) 
纯 合体 小 妃 内 有 DNA INE 下 

片段 缺失 。(c) Northem Cre " 6 
印迹 表明 ,INF-a 诱导 
后 Cre 小 和 鼠 体 内 56 基 S6 

内 不 表达 。(d) H- 网 Sa] 


用 喀 喧 不 能 掺 入 S6 基 
内 硕 除 小 电 肝 组 织 ,网 46kb> GAPDH 区 | 
胞 不 能 进入 S 期 ,不 能 2。 


正常 分 做 增殖 


bd 
工 


CPMx103 
_ 











216 第 6 章 分 子 生物 学 研究 法 (下 ) 





一 般 来 说 ,动物 基因 闹 除 时 用 显 微 注射 年 胎 干 细胞 命中 率 较 高 ,技术 难度 则 相对 大 
些 - 电 穿孔 法 命中 率 比 显 微 注射 低 ,但 操作 相对 简单 易 行 。 

因为 同 源 重组 常常 发 生 在 某 一 条 染色 体 下 ,要 得 到 稳定 遗传 的 纯 合体 基因 敲 除 模型 ， 
至 少 需 要 两 代 以 上 的 遗传 。 除 了 基因 敲 除 法 ,还 有 人 用 基因 捕获 的 方法 通过 随机 插入 突 
变 破坏 靶 基 因 表达 外-17。 基 因 捕 获 载体 包括 一 个 尤 启动 子 的 报告 基因 (通常 为 neo' 基 
因 ), 当 该 基因 插入 到 ES 细胞 染色 体 某 个 部 位 ,利用 所 在 位 点 的 转录 调控 元 件 得 到 表达 
时 ,该 ES 细胞 就 获得 在 含 G418 的 选择 性 培养 其 上 生长 的 能 力 。 可 通过 分 析 标 记 基因 侧 
翼 cDNA 或 染色 体 DNA 序列 来 获得 靶 基 因 的 相关 信息 - 








(b) 
一 一 二 天生 一 一 半 因 了 拘 必 并 休 


| 随机 整合 






SS 





随机 插入 内 含 子 或 
外 显 子 中 








转录 了 一 EEEEEREE 一 上 0 一 ES 一 一 AAAAAAA 


前 切 5' 一 人 人 和 和 和 和 人 
翻译 CCCcSe9S9SB 








由 于 受 吾 合 位 点 附近 染色 质 区 的 影响 ,转基因 整合 具有 显著 的 位 置 效 应 ,基因 5' 端 
启动 子 和 增强 子 区 .3' 端 终止 子 区 都 会 对 转基因 的 整合 产生 影响 ,这 是 某 些 打靶 载体 选择 
组 织 特 异性 启动 子 的 原因 之 一 。 外 源 转 基因 的 有 效 表达 有 时 还 取决 于 其 是 桂 有 内 含 子 ， 
因为 内 含 子 中 存在 的 转录 调控 元 件 可 影响 mRNA 的 剪 切 以 及 启动 子 与 内 含 子 间 的 相互 


6.2 ” 共 内 敲 除 技术 


图 6-17 基因 捕获 
法 原理 示意 图 


(3) 未 插入 基因 捕获 载 
体 前 ,需要 被 疫 除 的 耗 
基因 转录 翻 详 出 医 性 
蛋白 质 ,未知 - (b) 插 
入 基因 捕获 载体 后 , 犯 
位 点 基因 转录 翻译 出 
带 有 GUS( 报 告 基 因 ) 
蛋白 区 段 的 融合 蛋白 ， 
可 用 组 织 化 学 法 检测 . 
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图 6-18 植物 基因 
项 除 突变 体 筛选 


(a) 引物 设计 :LP 和 
RP 分 别 代表 插入 基 
因 左 右 两 端的 引物 ， 
LB 是 指 插入 载体 上 的 
- 段 引物 ,日 的 基因 
片段 假设 为 900 bp。 
(b) PCR 产物 电 永 结 
果 : 分 别 代 表 野 生 型 ， 
杂 合 型 以 及 纯 合 型 的 
PCR 条 带 
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作用 。 另 外 ,内 含 子 可 能 含有 能 开放 染色 体 功 能 域 的 序列 ,还 可 能 通过 影响 核 质 成 分 位 
置 等 来 影响 基因 表达 强度 。 

除了 研究 基因 功能 之 外 ,基因 项 除 技术 还 被 广泛 应 用 于 建立 人 类 疾病 的 转基因 
动物 模型 ,为 医学 研究 提供 遗传 学 数据 ,为 遗传 病 的 治疗 ,为 生物 新 品种 的 培育 正定 
新 基础 。 


6.2.3 ”植物 基因 敲 除 技术 


由 于 动 植物 细胞 结构 显著 不 相同 ,植物 细胞 基因 项 除 常 采 用 不 同 于 动物 细胞 的 策 
略 。T-DNA 插入 失 活 技术 是 目前 在 植物 中 使 用 最 为 广泛 的 基因 敲 除 手段 。T-DNA 插入 
失 活 就 是 利用 根瘤 农 杆菌 T-DNA 介 导 转化 ,将 一 段 带 有 报告 基因 的 DNA 序列 标签 整合 
到 基因 组 DNA 上 ,如 果 这 段 DNA 插入 到 目的 基因 内 部 或 附近 ,就 会 影响 该 基因 的 表达 ， 
从 而 使 该 基因 “ 失 活 "。 由 于 该 基因 内 部 或 附近 插入 了 一 段 已 知 序列 的 DNA, 可 据 此 设计 
引物 ,用 PCR 方法 将 被 破坏 的 靶 基 因 序 列 分 离 出 来 轩 6-13%。 若 将 靶 基 因 ( 假 定编 码 区 为 
900 bp) 两 端的 引物 LP、 RP 及 插入 载体 上 的 引物 LB 加 入 同一 反应 体系 中 进行 PCR ,理论 
上 能 得 到 三 种 类 型 的 条 带 儿 19， 野生 型 植株 中 ,只 有 LP 和 RP 引物 配对 扩 增 出 来 的 
靶 基 因 条 带 ;如 果实 验 材料 来 自 纯 合 型 基因 敲 除 植株 ,那么 ,只 有 靶 基 因 一 端的 引物 可 以 
与 LB 引物 配对 完成 PCR 扩 增 ;如 果实 验 材料 来 自 杂 合 型 基因 项 除 植株 ,那么 ,PCR 扩 增 
后 会 同时 出 现 两 种 条 带 。 





(a) 


基因 组 序列 





{b) 





妓生 型 ” 杂 合 型 ” 纯 合 型 
900 bp WEEE WE 


410+? bp SS NESSS 


?=0~300 











T-DNA 无 专 一 整合 位 点 ,在 植物 基因 组 中 发 生 随机 整合 ,所 以 ,只 要 突变 株 的 数目 足 
够 大 ,从 理论 上 就 可 能 获得 任何 一 个 功能 基因 都 发 生 突变 的 基因 敲 除 植物 库 。 拟 南 芥 基 
因 组 元 余 序列 少 ,基因 密度 高 ,几乎 每 一 个 DNA 插入 都 会 导致 某 个 基因 功能 的 来 失 ,结合 
已 完成 的 拟 南 芥 基因 组 信息 ,人 们 很 容易 筛选 到 新 的 功能 基因 。 已 经 用 T-DNA 插入 失 活 
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方法 建立 了 拟 南 草 大 规模 基因 敲 除 突变 体 库 , 研 究 人 员 可 以 方便 地 在 多 个 数据 库 中 检索 
到 感 兴趣 基因 的 突变 体 ,再 开展 深入 的 表 型 分 析 和 功能 研究 ， 


6.3 ”蛋白 质 及 RNA 相互 作用 技术 


6.3.1 酵母 单 杂 交 系 统 


酵母 单 杂 交 系 统 (yeast one-hybrid system) 是 20 世纪 90 年 代 中 期 发 展 起 来 的 新 技术 ， 
可 识别 稳定 结合 于 DNA 上 的 蛋白 质 , 可 在 酵母 细胞 内 研究 真 核 生物 中 DNA- 蛋白 质 之 间 
的 相互 作用 ,并 通过 筛选 DNA 文库 直接 获得 靶 序列 相互 作用 蛋白 的 编码 基因 。 此 外 ,该 
体系 也 是 分 析 鉴 定 细胞 中 转录 调控 因子 与 顺 式 作 用 元 件 相 互 作用 的 有 效 方法 。 

酵母 单 杂交 的 基本 原理 如 图 6-19 所 示 , 首 先 将 已 知 的 特定 顺 式 作 用 元 件 构建 到 最 基 
本 启动 子 (minimal promoter,Pmin) 的 上 游 ,把 报告 基因 连接 到 Pmin 下 游 。 然 后 ,将 编码 
待 测 转录 因子 cDNA 与 已 知 酵母 转录 激活 结构 域 (transcription activation domain, AD) 融合 
表达 载体 导入 酵母 细胞 ,该 基因 产物 如 果 能 够 与 顺 式 作用 元 件 相 结合 ,就 能 激活 Pmin 启 
动 子 ,使 报告 基因 得 到 表达 。 














目前 ,酵母 单 杂交 体系 主要 被 用 于 确定 某 个 DNA 分 子 与 某 个 蛋白 质 之 间 是 否 存在 
相互 作用 ,用 于 分 离 编码 结合 于 特定 顺 式 调控 元 件 或 其 他 DNA 位 点 的 功能 蛋白 编码 
基因 ,验证 反 式 转录 调控 因子 的 DNA 结合 结构 域 ,准确 定位 参与 特定 蛋白 质 结合 的 核 
苷 酸 序列 。 由 于 该 方法 的 敏感 性 和 可 靠 性 , 现 已 被 广泛 用 于 克隆 细胞 中 含量 极 低 且 用 
生化 手段 难以 纯化 的 那 部 分 转录 调控 因子 。 常 用 的 酵母 单 杂 交 系 统 基 本 选用 HIS3 或 
lacZ 作为 报告 基因 ,虽然 有 的 系统 将 带 有 报告 基因 的 载体 直接 整合 于 酵母 染色 体 上 ,在 
大 部 分 的 实验 中 报告 基因 都 位 于 质粒 DNA 上 。 图 6-20 是 利用 酵母 单 杂 交 系 统 和 已 知 
的 顺 式 作 用 元 件 DRE 从 拟 南 芥 cDNA 文库 中 筛选 转录 调控 因子 的 基本 流程 。 实 验 中 
如 果 将 不 同 的 未 知 基因 与 酵母 GAL4 的 DNA 结合 结构 域 相 融合 ,通过 检测 位 于 GAL4 
顺 式 作用 元 件 下 游 的 报告 基因 的 表达 状况 ,还 可 以 鉴定 出 该 转录 调控 因子 是 否 具 有 转 
录 激 活 功能 。 


6.3 蛋白 质 及 RNA 相互 作用 技术 


图 6-19 酵母 单 杂 
交 的 基本 原理 示 
意图 

转录 调控 因子 与 烦 式 
作用 元 件 结合 ,激活 最 
基本 启动 子 Pmin, 使 
报告 基因 表达 。 若 连 
接 入 3 个 以 上 顺 式 作 
用 元 件 , 可 增强 转录 调 
控 因 子 的 识别 和 结合 
效率 。 
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图 6-20 从 拟 南 芥 
cDNA 文库 中 筛选 
与 顺 式 作用 无 件 
DRE 相 结 合 的 转录 
因子 示意 图 
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拟 南 介 cDNA 插 入 片段 
7 J 
| 4 






酵母 转化 体 


Eo Cy Sy 


挑 取 阳 性 克隆 
一 一 一 一 测序 ,进一步 验证 结合 活性 





阳性 克隆 ( 蓝 色 菌落 ) 











6.3.2 ”酵母 双 杂 交 系 统 


酵母 双 杂 交 系 统 (yeast two-hybrid system) 巧妙 地 利用 真 核 生 物 转录 调控 因子 的 组 
件 式 结构 (modular) 特征 ,因为 这 些 和 蛋白 往 往 由 两 个 或 两 个 以 上 相互 独立 的 结构 域 构成 ， 
其 中 DNA 结合 结构 域 (binding domain,BD) 和 转录 激活 结构 域 (AD) 是 转录 激活 因子 发 
挥 功能 所 必需 的 。 单独 的 BD 能 与 特定 基因 的 启动 区 结合 ,但 不 能 激活 基因 的 转录 ,而 
由 不 同 转录 调控 因子 的 BD 和 AD 所 形成 的 杂 合 蛋白 却 能 行使 激活 转录 的 功能 。 实 验 
中 ,首先 运用 基因 重组 技术 把 编码 已 知 蛋 白 的 DNA 序列 连接 到 带 有 酵母 转录 调控 因子 
( 常 为 GAL1、GAL4 或 GCN1)DNA BD 编码 区 的 表达 载体 上 。 导 入 酵母 细胞 中 使 之 表达 
带 有 DNA 结合 结构 域 的 杂 合 蛋 白 ,与 报告 基因 上 游 的 启动 调控 区 相 结 合 , 准备 作为 “ 诱 
饵 " 捕获 与 已 知 蛋 白 相 互 作 用 的 基因 产物 。 此 时 , 若 将 已 知 的 编码 AD 的 DNA 分 别 与 
待 筛选 的 cDNA 文库 中 不 同 插 人 片段 相连 接 ,获得 “ 猜 物 "载体 ,转化 含有 "诱饵 "的 酝 
母 细 胞 。 一 旦 酵母 细胞 中 表达 的 “诱饵 " 蛋白 与 “猎物 ”载体 中 表达 的 某 个 蛋白 质 发 生 
相互 作用 ,不 同 转录 调控 因子 的 AD 和 BD 就 会 被 牵引 靠拢 ,激活 报告 基因 表达 。 分 离 
有 报告 基因 活性 的 酵母 细胞 ,得 到 所 需要 的 “猎物 ”载体 ,就 能 得 到 与 已 知 蛋白 相互 作用 
的 新 基因 锋 6-21)。 
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靶 重 白 结合 对 象 


DNA 结 合 蛋 白 转录 激活 结构 域 蛋 白 
局 
和 Gh .00 
“ 诱 印 " (SN 


把 分 别 编 码 “诱饵 ”和 “猎物 ” 
的 重组 基因 引入 酵母 细胞 













=“ 彬 获 ” 猎 物 











6.3.3 蛋白 质 相 互 作 用 技术 


(1) 等 离子 表面 共振 技术 (SPR) 
该 技术 是 将 诱饵 蛋白 结合 于 葡 聚 糖 
表面 ,将 葡 聚 糖 层 固定 于 纳米 级 厚 
度 的 金属 膜 表面 。 当 有 和 蛋白质 混 合 
物 经 过 时 ,如 果 有 蛋白 质 同 “诱饵 ” 
蛋白 发 生 相互 作 用 ,那么 两 者 的 结 
合 将 使 金属 膜 表面 的 折射 率 上 升 ， 
从 而 导致 共振 角度 的 改变 。 而 共振 
角度 的 改变 与 该 处 的 蛋白 质 浓度 成 | 白 由 的 待 分 析 物 
线性 关系 ,由 此 可 以 检测 蛋白 质 之 - 
间 的 相互 作用 ' 针 52)。 该 技术 不 需要 标记 物 和 数 料 , 安 人 全、 灵敏 ,快速 ,还 可 定 最 分 析 。 缺 
点 是 需要 专门 的 等 离子 表面 共振 检测 仪器 。 

图 6-23 应 用 SPR 研究 COI1 蛋白 与 JAZ1 蛋白 之 间 的 相互 作用 。 研 究 人 员 首 先 在 葡 
聚 糖 芯片 表面 固定 1 000 共振 单位 的 茉莉 酸 (JA) 信号 通路 负 调控 因 子 JAZ1 蛋白 , 当 体 系 
中 同时 有 茉莉 酸 - 异 亮 氨 酸 (JA-lle) 及 COI 蛋白 存在 时 ,可 以 检测 到 最 高 达 380 共振 单 
位 的 SPR 反应 信号 。 加 入 一 种 在 结构 和 功能 上 与 茉莉 酸 甲 脂 (MeJA) 非 常 相似 的 名 为 冠 
毒素 (COR) 的 细菌 毒素 ,也 能 使 COI1 和 JAZ1 发 生 相 互 作用 。 

(2) 免疫 共 沉 淀 技术 (co-immuno precipitation ,ColP) 该 技术 的 核心 是 通过 抗体 来 特 
异性 识别 候选 蛋白 。 首 先 ,将 靶 蛋 白 的 抗体 通过 亲 和 反 应 连接 到 闫 体 基 质 上 , 青 将 可 能 与 
靶 和 蛋白 发 生 相 互 作用 的 待 筛选 蛋白 加 入 反应 体系 中 ,用 低 离心 力 沉淀 或 微 膜 过 滤 法 在 固 
体 基质 和 抗体 的 共同 作用 下 将 蛋白 复合 物 沉淀 到 试管 的 底部 或 微 膜 上 。 如 果 靶 蛋白 质 与 
待 筛选 蛋白 发 生 了 相互 作用 ,那么 ,这 个 待 筛选 蛋白 质 就 通过 靶 蛋 白 与 抗体 和 固体 基质 相 
互 作用 而 被 分 离 出 来 由 5-241, 
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6.3 蛋白质 及 RNA 相互 作用 技术 


图 6-21 酵母 双 杂 


交 系 统 原 理 示 意 


图 


图 6-22 离子 表面 


共振 技术 示意 图 
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图 6-23 等 离子 表 
面 共 振 技 术 (SPR) 





















研究 COII 彝 白 与 
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沁 300 
(a) 只 有 同时 加 入 JA- 加 
le 和 COof 和 蛋 各 后 ,可 200 
以 检测 到 SPR 反应 信 ， 
号 。(b) 加 入 冠 才 过 0 一 一 奖 光 来 栈 
(COR). 也 能 使 Con 0 xs ..---. 荧 光 素 酶 + 
和 ]AZ1 发 生 相 互 作 落 币 酸 -并 亮 令 酸 
用 ,而 加 入 JA、MeJA di Coll 
和 邻 莱 二 胺 (OPDA) 
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图 6-24 “免疫 共 沉 将 蛋白 抗体 基质 复合 体 加 入 售 
证 示意 图 有 不 同 组 分 的 蛋白 质 溶液 中 
固体 基质 特异 性 抗体 
亲 和 试 剂 
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免疫 共 沉 淀 实验 中 常用 pCADT7 和 
pGBKT7 质粒 载体 分 别 以 融合 蛋白 形式 | LA, 涩 
表达 轰 蛋 白 ,体外 转录 ,翻译 后 将 产物 混 
合 温 育 ,分 别 用 Mye 或 HA 抗体 沉淀 混 

















合 物 ,过 柱 后 再 用 SDS-PAGE 电泳 分 离 ， a | 体外 转录 、 铬 译 ， 
2 es (HAN 产物 混合 漫 育 
检测 两 个 靶 蛋 白 之 间 是 否 存在 相互 作 CcszdcpPk 
用 中 6-29)。 实 验 表明 ,棉花 乙烯 合 成 | 
酶 基因 4C52 与 钙 离子 依赖 性 蛋白 激 KS 加 Myc 或 HA 抗体 
酶 CDPKI 之 间 存 在 相互 作用 ,而 该 蛋白 与 | 
CDPK32 及 CRK5 没有 发 生 相互 作用 。ACO1 过 柱 及 SDS-PAGE 电 泳 分 离 
与 这 3 个 蛋白 都 没有 发 生 相 互 作用 ' 四 汪 1 
1CS2 | 1CO! 
CDPK1 CDPK32 CRKS CDPK1 CDPK32 CRKS 














(3) GST 及 GAD 融合 蛋白 沉降 技术 ”该 技术 利用 GST 对 谷 胱 甘 肽 偶 联 的 琼脂 糖 球 
珠 的 亲 和 性 ,从 混合 蛋白 质 样品 中 纯化 得 到 相互 作用 蛋白 时 和 7。GST 沉降 试验 通常 有 
两 种 应 用 :确定 探 针 蛋白 与 未 知 蛋白 间 的 相互 作用 ,确证 探 针 蛋白 与 某 个 已 知 蛋白 之 间 的 
相互 作用 。 实 验 中 把 GAD 与 PIF3 的 不 同 区 段 相 连接 成 为 诱饵 ,研究 该 重组 蛋白 在 体外 
与 光敏 素 B(phy B) 其 缺失 N-37 位 氨基 酸 的 突变 体 或 光敏 素 A(phy A) 的 相互 作用 情况 。 
研究 发 现 ,光敏 素 B(phy B) 能 与 PIF3 发 生 强烈 的 相互 作用 (超过 30% 的 光敏 素 B 能 被 
PIF3 沉淀 下 来 ), 但 缺失 N-37 位 氨基 酸 的 phy B 突变 体 以 及 光敏 素 A(phy A) 只 能 与 PIF3 
发 生 较 弱 的 相互 作用 , 约 5% 的 光敏 素 A, 或 约 10% 的 N-37 位 氨基 酸 缺 失 突变 光敏 素 B 
能 被 沉淀 下 来 四 6-23)。 

(4) 细胞 内 蛋白 质 相互 作用 研究 一 一 荧光 共振 能 量 转移 法 (FRET) FRET 现象 是 
21 世纪 初叶 发 现 的 。FRET 荧光 能 量 给 体 与 受 体 之 间 通 过 偶 极 - 偶 极 偶合 作用 以 非 
辐射 方式 转移 能 量 的 过 程 又 称 为 长 距离 能 量 转移 ,有 三 个 基本 条 件 : 〇 给 体 与 受 体 在 
合适 的 距离 (1 ~ 10 nm);@ 给 体 的 发 射 光谱 与 受 体 的 吸收 光谱 有 一 定 的 重 玻 (这 是 能 
量 匹 配 的 条 件 );@ 加 给 体 与 受 体 的 偶 极 具有 一 定 的 空间 取向 (这 是 偶 极 - 偶 极 偶合 作用 
的 条 件 )。 


6.3 蛋白 质 及 RNA 相互 作用 技术 


图 6-25 c-Myce- 
ACS2 以 及 HA-CDPK 
免疫 共 沉 淀 载体 构 
建 流程 图 


图 6-26 人 饮 疫 共 沉 
淀 实验 结果 
实验 结果 表明 ,棉花 乙 
合成 酶 基因 ACS2 
与 钙 离 子 依赖 性 组 白 
激酶 CDPK1 之 间 存 
在 相互 作用 。4CO1 
不 与 CDPKI1 发生 相 
互 作用 。 
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图 6-27 (GST 融合 
集 白 沉降 技术 流程 
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FRET 需要 有 两 个 探 针 , 即 荧 光 给 体 和 荧光 受 体 ,要 求 给 体 的 发 射 光谱 与 受 体 的 吸收 
光谱 有 部 分 重合 ,而 与 受 体 的 发 射 光谱 尽量 没有 重合 。 常 用 的 探 针 有 三 种 :荧光 蛋白 \ 传 
统 有 机 染料 和 铀 系 染料 。 

荧光 蛋白 是 一 类 能 发 射 荧 光 的 天 然 蛋 白 或 突变 体 ,常见 的 有 绿色 荧光 和 蛋白 (GFP)、 蓝 
色 荧 光 和 蛋白 (BFP)、 青 色 荧 光 和 蛋白 (CFP) 和 黄色 荧光 蛋白 (YFP) 等。 不 同 蛋 白 的 吸收 和 发 
射 波 长 不 同 ,可 根据 需要 组 成 不 同 的 探 针对 。 

传统 有 机 染料 是 指 一 些 具有 特征 吸收 和 发 射 光谱 的 有 机 化 合 物 组 成 的 染料 对 。 常 见 
的 有 荧光 素 .罗丹 明 类 化 合 物 和 青色 染料 Cy3、Cy5 等 ,该 类 染料 分 子 体积 较 小 ,种 类 较 多 
目 大 部 分 为 商品 化 的 分 子 探 针 染料 ,因此 被 广泛 应 用 。 
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(b) 总 性 白 结合 过 白 “总攻 白 结合 量 白 总 蛋白 _ 结合 表白 
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钢 系 染料 一 般 与 有 机 染料 联合 使 用 ,分 别 作为 FRET 的 给 体 或 受 体 ,检测 的 准确 性 和 
信 噪 比较 之 传统 染料 有 提高 。 

研究 蛋白 质 间 相互 作用 时 ,FRET 一般 与 荧光 成 像 技术 联 用 ,将 蛋白 标记 上 荧光 探 针 ， 
当 蛋 白 间 不 发 生 相互 作用 时 ,其 相对 距离 较 大 ,无 FRET 现象 ,而 蛋白 发 生 相互 作用 时 ,其 
相对 距离 缩小 ,有 FRET 现象 发 生 ' 外 -2”, 可 根据 成 像 照 片 的 色彩 变化 直观 地 记录 该 过 程 。 


6.3.4 ”染色 质 免 疫 共 沉淀 技术 


染色 质 免 疫 共 沉 淀 (chromatin immuno precipitation ,ChIP) 技术 是 一 项 新 发 展 的 研究 活 
体 细 胞 内 染色 质 DNA 与 蛋白 质 相 互 作 用 的 技术 ,其 主要 实验 流程 是 :在 活 细 胞 状态 下 固定 
蛋白 质 -DNA 复合 物 , 并 通过 超声 波 或 酶 处 理 将 其 随机 切断 为 一 定 长 度 的 染色 质 小 片段 ， 
然后 通过 抗原 抗体 的 特异 性 识别 反应 ,沉淀 该 复合 体 , 从 而 富 集 与 目的 蛋白 相 结合 的 DNA 
片段 ,通过 对 目的 片段 的 纯化 及 PCR 检测 由 -01, 获 得 该 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 信息 ， 
包括 具体 的 DNA 序列 特征 .位置 .结合 时 间 . 亲 和 程 度 以 及 对 基因 表达 的 影响 等 ' 国 6-30)。 


6.3 ”蛋白质 及 RNA 相互 作用 技术 


图 6-28 体外 融合 
货 白 沉降 人 研究 结果 
光敏 素 B(phy B) 能 与 
PIF3 发 生 强烈 的 相互 
作用 ,但 缺失 N-37 位 
氨基 般 的 phy B 突变 
体 以 及 光敏 素 A(phy 
A) 只 能 与 PIF3 发 生 
较 弱 的 相互 作用 。 
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图 6-29 荣光 共振 
能 量 转 移 法 


图 6-30 染色 质 免 
疫 共 沉淀 技术 主要 
程 示意 图 





图 6-31 用 BARDI 
抗体 在 WUSI 启动 
子 区 进行 染色 质 免 
疫 共 沉淀 实验 结果 
实验 中 , 把 WUS1 启 
动 子 区 由 远 到 近 (-756 
到 +439 bp) 分 为 6 个 
区 (分 别 命名 为 P1 到 
P6).ChIP 实验 发 现 ， 
BARD1 抗体 特异 性 
结合 到 P3 及 P4( 一 425 
到 -3bp) 区 。 
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ChlP 技术 不 仅 可 以 用 来 检测 体内 转录 调控 因子 与 DNA 的 动态 作用 ,还 可 以 研究 组 
蛋白 的 各 种 共 价 修饰 与 基因 表达 的 关系 。 如 果 能 将 你 所 研究 的 目的 蛋白 定位 到 染色 质 
DNA 上 某 个 或 某 些 功能 基因 的 启动 子 区 或 附近 ,对 于 确定 你 所 感 兴趣 的 蛋白 质 的 生物 学 
功能 可 能 会 是 一 次 质 的 飞跃 。 


第 6 章 分 子 生物 学 研究 法 (下 ) 


6.3.5 RNA 干涉 技术 及 其 应 用 


RNA 干涉 (RNA interference,RNAi) 技 术 利 用 双 链 小 RNA 高 效 、 特 异性 降解 细胞 内 同 
源 mRNA 从 而 阻 断 革 基因 表达 ,使 细胞 出 现 靶 基因 缺失 的 表 型 。 研 究 发 现 ,对 线虫 注射 
外 源 双 链 RNA(double-stranded RNA) 可 诱发 与 该 RNA 高 度 同 源 的 基因 序列 的 特异 性 “ 沉 
默 "。 现 在 已 经 知道 ,RNAi 是 一 个 多 步 又 反应 过 程 ,包括 对 触发 物 的 加 工 .与 目标 mRNA 
的 结合 以 及 目标 mRNA 的 降解 。 至 今 已 在 果 蝇 、 锥 虫 . 涡 虫 线虫 等 许多 动物 及 大 部 分 植 
物 中 陆续 发 现 了 RNAi 效应 。 

RNAi 作用 机 制 可 概括 如 图 6-32 所 示 。 双 链 RNA 是 RNAi 的 触发 物 , 引 发 与 之 互补 
的 单 链 RNA (single-stranded RNA ,ssSRNA) 的 降解 。 经 过 Dicer (一 种 具有 RNAase 亚 活 性 
的 核酸 酶 ) 的 加 工 , 细 胞 中 较 长 的 双 链 RNA (30 个 核 苷 酸 以 上 ) 首先 被 降解 形成 21 ~ 25 个 
核 苷 酸 的 小 分 子 干扰 核糖 核酸 (short interfering RNA,siRNA), 并 有 效 地 定位 目标 mRNA。 
因此 ,siRNA 是 导致 基因 沉默 和 序列 特异 性 RNA 降解 的 重要 中 间 媒 介 。 较 短 的 双 链 RNA 











mRNA 在 双 链 处 裂 开 


RE 
mRNA 被 降解 


mRNA 降解 mRNA 翻译 受 抑制 








图 6-32 RNAi 作用 机 制 示意 图 


6.3 蛋白 质 及 及 NA 相互 作用 技术 
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图 6-33 基因 芯片 
技术 流程 图 

在 基因 芯片 分 析 中 , 首 
先 将 从 细胞 中 抽 提 得 
到 的 mRNA 进行 荧 
光标 记 , 与 预先 制备 的 
含有 一 定数 量 和 质量 
DNA 的 尼龙 膜 ,玻璃 
或 金属 芯片 进行 杂交 。 
芯片 上 某 些 点 能 与 杂 
交 液 中 荧光 标记 的 特 
异性 cDNA 发 生 杂 交 
结合 ,所 发 出 的 荧光 信 
号 与 该 基因 表达 的 丰 
度 成 正 相 关 。 通 过 比 
较 芯 片上 的 每 个 位 置 
的 荧光 信号 强度 来 确 
定 基 因 丰 度 或 表达 
强度 。 
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不 能 被 有 效 地 加 工 为 siRNA ,因而 不 能 介 导 RNAi。siRNA 具有 特殊 的 结构 特征 , 即 $' 端 
磷酸 基 团 和 3' 端的 羟基 ,其 两 条 链 的 3' 端 各 有 两 个 碱 基 突 出 于 末端 。 由 siRNA 中 的 反 义 
链 指导 合成 一 种 被 称 为 RNA 诱导 的 沉默 复合 体 (RISC) 的 核 蛋白 体 , 再 由 RISC 介 导 切割 
目的 mRNA 分 子 中 与 siRNA 反 义 链 互 补 的 区 域 ,从 而 实现 干扰 靶 基 因 表 达 的 功能 图 632)。 
siRNA 还 可 作为 特殊 引物 ,在 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 的 作用 下 ,以 目的 mRNA 为 模板 
合成 dsRNA, 后 者 又 可 被 降解 为 新 的 siRNA ,重新 进 人 上 述 循环 。 因 此 ,即使 外 源 siRNA 
的 注入 量 较 低 ,该 信号 也 可 能 迅速 被 放大 ,导致 全 面 的 基因 沉默 。 

在 哺乳 动物 细胞 内 , 较 长 的 dsRNA 会 导致 非特 异性 基因 沉默 ,只 有 21 ~ 25 个 核 苷 酸 
的 siRNA 才能 有 效 地 引发 特异 性 基因 沉默 。 非 哺乳 动物 细胞 可 以 利用 较 长 的 双 链 RNA 
直接 诱导 产生 RNAi 而 无 须 合成 siRNA ,因此 ,设计 非 哺乳 动物 细胞 RNAi 实验 的 步骤 比 
较 简便 ,只 要 通过 目的 基因 体外 转录 得 到 所 需要 的 dsRNA ,再 通过 浸泡 .注射 或 转 染 靶 细 
胞 即 可 实现 RNAi。 


6.4 基因 芯片 及 数据 分 析 


应 用 传统 的 实验 方法 如 RT-PCR 或 Norhern 印迹 法 研究 基因 的 表达 调控 规律 , 受 电 
泳 泳 道 数量 的 限制 ,每 次 一 般 只 能 研究 很 少量 的 靶 基 因 。 随 着 功能 基因 组 学 研究 的 不 断 
深入 ,迫切 需要 能 同时 监测 大 量 靶 基因 表达 的 实验 手段 ,以 期 迅速 准确 地 在 基因 组 水 平 
上 阐述 不 同 生物 组 织 或 细胞 中 各 种 转录 物 的 变化 规 
律 。 基 因 芯 片 (DNA chip), 又 称 DNA 微 阵列 (DNA 
microarray) 技术 就 是 在 这 种 情况 下 应 运 而 生 的 。 





6.4.1 ”基因 芯片 技术 原理 


基因 芯片 是 一 种 小 型 分 析 装 置 ,能 够 快速 和 精确 
地 研究 生物 体 、 组 织 、 器 官 或 细胞 内 基因 组 的 遗传 信 
息 。 制 作 基因 芯片 时 ,可 用 机 械 臂 将 大 量 已 知 或 未 知 
序列 的 DNA 片段 点 在 玻璃 片 ( 通 常 为 2 em x 2 cm)\ 金 
属 片 或 尼龙 膜 上 ,再 经 过 物理 吸附 作用 使 之 固定 化 。 
也 可 以 直接 在 玻璃 板 或 金属 表面 进行 化 学 合成 ,从 而 
得 到 宅 核 苷 酸 芯 片 。 将 芯片 与 待 研究 的 cDNA 或 其 他 
样品 杂交 ,经 过 计算 机 扫描 和 数据 处 理 , 便 可 以 观察 到 
成 千 上 万 个 基因 在 不 同 组 织 或 同一 组 织 不 同 发 育 时 
期 或 不 同 生 理 条 件 下 的 表达 情况 外 和 3。 荣光 标记 的 
cDNA 与 芯片 上 相 匹 配 的 DNA 序列 发 生 杂 交 反 应 ,使 
得 芯片 上 的 点 呈现 出 荧光 信和 号 ,荧光 信号 的 强度 和 基 
因 表 达 的 丰 度 成 正 相 关 。 基 因 芯 片 这 种 微型 化 装置 具 





用 荧光 染料 











芯片 结果 
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有 巨大 的 容量 ,使 科学 家 能 在 一 个 实验 中 分 析 整 个 基因 组 的 变化 -。 用 基因 芯片 进行 研究 一 
般 包 括 五 个 步骤 :生物 学 问题 的 提出 样品 制备 .生化 反应 ,检测 和 数据 模型 分 析 。 


6.4.2 ”基因 芯片 的 点 制 过 程 


(1) 简易 基因 芯片 ”制作 简易 基因 芯片 时 ,使 用 机 械 辟 把 DNA 片段 点 在 玻璃 片 或 尼 
龙 膜 上 ,再 经 过 物理 吸附 作用 (85 人 ) 烘 烤 或 化 学 处 理 使 DNA 分 别 固定 在 载体 上 。 将 芯 
片 与 待 研究 的 cDNA 或 其 他 样品 杂交 ,经 过 计算 机 扫描 和 数据 处 理 , 便 可 以 观察 到 大 规 
模 的 基因 群 在 不 同 组 织 或 同一 组 织 不 同 发 育 时 期 或 不 同 生理 条 件 下 的 表达 调控 情 
况 叶 和 41。 简易 芯 片上 的 基因 数量 少 (一般 不 超过 2 000), 主要 用 于 研究 小 部 分 特定 的 基 
因 表达 状态 。 简 易 芯 片 一 般 可 以 用 手工 制作 或 者 机 械 辟 点 样 。 





(a) (b) 
01 02 03 04 0506070809101112 0102 03 04 05 0607 08 09 10 11 12 














(2) 大 规模 基因 芯片 ”大 规模 基因 芯片 通常 涉及 基因 组 规模 与 数量 (一 般 大 于 10 000 
个 基因 ), 可 采用 接触 式 点 样 , 非 接触 式 点 样 或 者 半导体 技术 制备 样品 。 其 主要 工作 流程 
如 下 :@D 经 大 规模 PCR 扩 增 获得 独立 cDNA 片段 ;@) 用 机 械 臂 将 PCR 产物 点 在 合适 的 介 
质 上 ,变性 .固定 ;图 分 别 从 不 同 器 官 ` 组 织 或 细胞 中 分 离 mRNA, 反 转录 生成 cDNA;@ 用 
不 同 的 荧光 染料 标记 不 同 的 cDNA 样本 ;G@) 将 标记 后 的 cDNA 与 点 好 的 芯片 进行 杂交 ; 
@@ 激 光 扫 描 芯 片 杂交 结果 ,计算 机 处 理 ;中 分 析 杂 交 数 据 。 


6.4.3 ”基因 芯片 数据 分 析 
基因 芯片 数据 分 析 包 括 两 部 分 :数据 可 靠 性 分 析 和 生物 学 意义 分 析 。 


6.4 ”基因 芯片 及 数据 分 析 


图 6-34 包含 270 
个 棉花 cDNA 的 简 
易 芯 片 的 杂交 图 谱 
(a) 纤 维 细胞 组 织 RNA 
杂交 结果 ; (b) 胚珠 细 
胞 组 织 RNA 杂 交 
结果 。 
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图 6-35 基因 芯片 
数据 可 靠 性 分 析 
横 坐 标 X 表示 每 个 杂 
交点 Cy3/Cy5 荣光 信 
号 的 比值 , 纵 坐 标 Y 
上 的 点 是 交换 荧光 标 
记 后 的 信号 强度 比值 。 
若 芯 片 中 绝 大 多 数 点 
的 信号 值 在 斜 线 Y=X 
附近 ,表明 该 杂交 结果 
可 信和 度 较 高 。 反 之 , 则 
不 可 信 。 
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(1) 数据 可 靠 性 分 析 ”因为 用 基因 
芯片 进行 杂交 分 析 , 每 次 实验 结果 都 会 
有 些 变化 ,包括 靶 DNA 浓度 , 探 针 浓度 、 
杂交 双方 的 序列 组 成 . 盐 浓 度 以 及 温度 
等 许多 因素 影响 了 杂 合 双 链 的 形成 和 
稳定 性 ,所 以 ,需要 进行 重复 试验 以 确 
保 数 据 的 准确 。 主 要 的 方法 是 通过 两 
次 平行 杂交 反应 ,将 每 个 基因 在 两 个 反 
应 中 的 表达 水 平 做 成 对 应 散 点 图 ,只 要 
绝 大 多 数 基因 的 杂交 结果 都 在 45” 斜 


~ 
a 
A 
Y 
只 
产 
已 
名 














线 附近 ,就 说 明 实 验 结果 是 可 靠 的 ,四 6-35)。 

为 了 保证 基因 芯片 数据 的 可 靠 性 ,芯片 中 还 需要 加 上 多 个 管家 基因 (housekeeping 
genes) 作为 内 对 照 。 管 家 基因 是 维持 细胞 正常 生长 发 育 的 必需 基因 ,其 表达 水 平 在 细胞 
内 基本 不 变 ,如 呼吸 作用 的 酶 类 和 细胞 骨架 蛋白 基因 等 。 数 据 处 理 时 ,认为 管家 基因 的 反 
应 信号 在 两 种 组 织 中 不 变 , 依 此 确定 其 他 基因 表达 信号 的 相对 变化 。 

(2) 生物 学 意义 分 析 ”主要 指 通 过 分 析 芯 片 杂交 数据 ,研究 差异 表达 基因 的 生物 学 意 
义 。 通 常 ,在 芯片 中 某 一 器 官 或 发 育 时 期 可 能 有 成 百 上 千 个 差异 表达 基因 。 例 如 ,基因 芯 
片 分 析 植 物 根部 可 能 有 400 多 个 特异 表达 的 基因 ,如 果 要 将 这 些 基因 的 来 龙 去 脉 都 搞 清 
楚 , 可 能 要 追溯 超过 4 000 篇 以 上 的 文献 (假设 1 个 基因 需要 查阅 10 篇 文献 )， 这 种 没有 重 
点 的 方法 耗 时 耗 力 ,所 获得 的 结果 也 往往 不 一 定 有 意义 。 因 此 ,首先 将 差异 表达 基因 定位 
于 不 同 的 生化 代谢 途径 ,统计 每 条 生化 代谢 途径 中 固有 的 基因 数量 和 被 基因 芯片 定位 的 差 
异 表达 的 基因 数量 ,可 以 计算 出 特定 器 官 或 特定 发 育 阶段 表达 有 显著 差异 的 代谢 途径 。 

图 6-36 是 11 832 个 棉花 cDNA 的 玻璃 芯片 杂交 图 谱 的 差异 表达 基因 聚 类 分 析 , 发 
现 有 超过 700 个 基因 在 棉花 纤维 伸 长 期 特异 性 高 表达 。 将 这 些 基 因 定 位 到 不 同 代谢 途径 
中 并 经 过 统计 分 析 发 现 ,乙烯 合成 细胞 骨架 和 脂肪 酸 合成 及 延伸 是 三 个 在 纤维 细胞 中 特 
异性 表达 的 代谢 途径 ( 老 4 4。 在 后 续 生 物 学 研究 中 ,以 这 些 最 具 代表 性 的 代谢 途径 为 突破 
口 ,阐述 了 这 些 途 径 在 纤维 细胞 发 育 中 的 重要 性 。 


表 6-4 用 生化 途径 分 析 法 研究 基因 芯片 数据 中 可 能 具有 生物 学 意义 的 代谢 途径 





生物 体 代谢 途径 芯片 中 被 定位 的 基因 数 。 ”定位 的 差异 表达 基因 数 P 值 Q 值 
总 数 2914 162 

乙 燃 合成 5 3 0.0016 0.0295 
细胞 骨架 75 10 0.0077 0.0376 
脂肪 酸 合成 及 延 促 64 9 0.008 0 1.037 6 
档 胺 降解 16 4 0.0099 0.0376 
维生素 C 代谢 63 8 0.0217 (0.052 2 
油菜 素 内 酯 合成 和 2 0.039 7 0.0629 
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6.5 ”利用 酵母 鉴定 靶 基 因 功 能 


酿酒 酵母 作为 单 细胞 真 核 生物 ,具有 和 和 动 .植物 细胞 相似 的 结构 特征 ,包括 细胞 核 、 内 
质 网 ,高 尔 基体 .线粒体 .过 氧化 物 酶 体 和 细胞 骨架 等 ,而 且 其 细胞 生长 发 育 过程 和 动 . 植 
物 细胞 也 有 很 高 的 相似 性 ,很 多 基因 在 酵母 和 动 .植物 细胞 中 是 高 度 保守 的 。 而 且 , 酵 母 细 
胞 很 容易 进行 生物 化 学 和 分 子 生物 学 操作 ,因此 ,酵母 是 基因 功能 研究 中 常用 的 模式 生物 。 


6.5.1 酵母 的 遗传 学 和 分 子 生物 学 简介 


酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 有 稳定 的 单 倍 体 和 二 倍 体 细胞 ,是 最 早 完成 基因 
组 DNA 全 序列 测定 的 真 核 生物 。 鉴 于 其 快速 生长 能 力 .无 性 繁殖 能 力 以 及 简便 的 平板 影 
印 能 力 , 它 是 生命 科学 领域 里 广泛 应 用 的 模式 生物 之 一 。 理 论 上 ,与 任何 一 种 遗传 学 特征 
相对 应 的 不 同 物种 的 结构 基因 都 可 以 通过 质粒 文库 的 互补 作用 而 在 酵母 缺失 突变 体 中 得 
到 鉴定 。 导 和 人 酵母 细胞 中 的 DNA 既 能 以 自主 复制 的 形式 存在 ,也 可 能 以 被 整合 到 基因 组 
的 方式 存在 。 酵 母 中 转化 DNA 的 整合 重组 主要 通过 同 源 重组 方式 进行 ,整合 效率 较 高 。 

酵母 细胞 的 直径 大 约 有 5 pm, 在 光学 显微镜 下 可 以 观察 它 的 许多 重要 特征 。 酿 酒 酵 
母 细胞 是 以 出 芽 方 式 生长 的 。 出 芽 的 细胞 被 称 为 母 细胞 ,产生 的 芽 就 成 为 子 细胞 入 7'。 


6.5 利用 酵母 鉴定 靶 基 因 功 能 


6-36 人情 吉 
DNA 心中 t 
上 基 国 聚 类 分 析 { 汉 
未 2 二 ) 
红色 指示 在 纤维 细胞 
中 特异 性 表达 上 调 的 
基因 ,绿色 指示 在 纤维 
细胞 中 表达 下 调 的 
基因 
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图 6-37 扫描 电 蚀 
下 的 酵母 细胞 

(a) 新芽 常 在 已 脱落 的 
芽 考 附近 长 出 来 。BS， 
芽 痕 (bud scar);BirS， 
birth scar。(b) 子 细胞 
脱落 后 的 芽 广 放 大 图 。 
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新 生 的 芽 从 酵母 细胞 分 裂 周 期 一 开始 就 出 现 , 直 到 细胞 周期 结束 才 从 母 细胞 上 分 离 下 来 。 
由 于 酵母 细胞 的 全 部 生长 都 集中 在 芽 上 ,而 且 这 种 生长 贯穿 整个 细胞 周期 ,所 以 通过 观察 
芽 的 大 小 就 可 以 粗略 估计 哪个 细胞 处 于 某 种 生长 发 育 阶 段 。 当 培养 基 中 营养 元 素 耗 尽 时 ， 
酵母 细胞 会 停止 生长 而 滞留 在 特定 生长 发 育 阶段 ,因此 ,可 以 通过 观察 显微镜 下 酵母 细胞 
的 出 芽 频 率 确定 酵母 的 营养 状态 。 

















酵母 单 倍 体 和 二 倍 体 细胞 在 形态 上 有 相似 性 ,但 也 存在 重要 的 差异 。 首 先 ,二 倍 体 细 
胞 的 直径 大 约 是 单 倍 体 的 1.3 倍 。 其 次 ,二 倍 体 细 胞 呈 长 形 或 卵 圆 形 而 单 倍 体 细胞 通常 
接近 圆 形 。 第 三 ,二 倍 体 细胞 和 单 倍 体 细胞 的 出 芽 方式 不 同 。 每 个 酵母 细胞 衰老 前 一 般 
出 芽 20 次 ,在 母 细 胞 表面 以 一 定 的 方式 连续 出 芽 。 单 倍 体 细胞 按照 沿 轴线 的 方向 出 芽 ， 
新 芽 与 前 一 个 芽 紧 密 相连 。 二 倍 体 细胞 按 极 人 性 方向 出 芽 , 新 芽 可 以 出 现在 长 形 细胞 的 任 
何 一 端 。 

酵母 细胞 有 三 种 交配 型 :MATa .MATa 以 及 由 这 两 种 细胞 相互 交配 形成 的 MATa/a。 
MATa/a 不 能 与 MATa 和 MATa 中 任何 一 种 细胞 交配 。 一 般 而 言 ,MATa 和 MAT 为 单 
倍 体 ,MATaya 为 二 倍 体 ,但 有 例外 。 带 有 不 同 突变 的 单 倍 体 细胞 之 间 发 生 交 配 可 以 将 
不 同 的 突变 基因 组 合 在 同一 个 细胞 中 ,为 研究 基因 之 间 的 相互 关系 提供 了 良好 的 实验 
材料 。 

野生 型 酵母 属于 原 养 型 ,只 要 培养 基 中 有 足够 可 利用 的 碳 源 和 氨 源 ,酵母 细胞 就 能 合 
成 自身 需要 的 各 种 营养 物质 。 酵 母 首 选 碳 源 是 葡萄 精 , 但 也 能 利用 其 他 很 多 种 糖 类 。 如 
果 碳 源 适 宜 ,酵母 细胞 首选 通过 酒精 发 酵 产 生 能 量 。 醇 母 细 胞 是 条 件 性 厌 氧 菌 ,在 有 氧 和 
无 氧 状态 下 都 能 生存 。 

二 售 体 酵母 细胞 在 低 氮 .无 发 酵 性 碳 源 的 条 件 下 (营养 缺乏 ,“ 饥 饿 " 条 件 ) 能 通过 
减 数 分 裂 形 成 单 倍 体 孢子 。 此 时 ,每 个 单 倍 体 细胞 在 遗传 背景 上 完全 相同 ,从 单个 孢子 
来 源 的 所 有 细胞 都 带 有 一 套 相同 的 染色 体 DNA。 这 些 单 倍 体 细胞 中 的 某 些 重要 基因 发 
生 突 变 后 ,因为 不 存在 等 位 基因 ,很 容易 导致 酵母 细胞 生长 发 育 异 常 而 发 生 表 型 变化 。 
图 6-38 以 酵母 亮 氨 酸 合成 基因 为 例 介绍 了 二 倍 体 细 胞 通过 减 数 分 裂 形 成 单 倍 体 细胞 
的 过 程 。 
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在 醋酸 纤维 介质 上 
形成 碟 子 








细胞 壁 降解 





6.5.2 ”酵母 基因 转化 与 性 状 互补 


利用 Yip (整合 型 质粒 ) 可 以 对 酵母 基因 
组 中 的 任意 基因 进行 精确 的 敲 除 ( 置 换 ), 并 Wi 
通过 孢子 繁殖 中 的 四 分 体 分 析 技 术 进 行 观 elo24 elo34 
测 和 研究 。 带 有 致死 突变 位 点 和 可 能 的 外 
源 功能 互补 基因 的 酵母 二 倍 体 细胞 在 饥饿 
条 件 下 形成 四 分 体 孢 子 , 将 这 4 个 孢子 用 酵 KCS6 
母 四 分 体 分 离 系统 分 开 , 如 果 所 引入 的 外 源 
基因 具备 互补 突变 位 点 的 功能 ,含有 突变 基 
因 的 单 倍 体 可 以 存活 ,否则 就 不 能 存活 。 浆 FN 
6-39 中 将 多 个 棉花 KCS 基因 (编码 超 长 链 
脂肪 酸 合成 酶 ) 克隆 到 含有 URA3 筛选 标记 的 表达 质粒 上 ,用 带 有 URA3 筛选 标记 的 表达 
质粒 替换 带 有 TRP1 筛选 标记 的 质粒 ,实验 发 现 ,KCS12 和 KCS6 基因 都 能 完全 互补 野生 
型 的 表 型 ,KCS13 和 KCS2 虽然 没有 导致 野生 型 的 表 型 ,但 仍 能 使 酵母 细胞 恢复 生长 , 表 
明 这 些 KCS 基因 都 具备 与 elo2 或 elo3 相似 功能 ， 


KCS12 


KCS13 





6.5.3 ”外 源 基因 在 酵母 中 的 功能 鉴定 


将 外 源 基 因 克 隆 于 酵母 表达 载体 上 ,转化 野生 型 或 突变 酵母 菌株 ,通过 观察 酵母 的 
表 型 变化 或 分 析 细胞 中 化 学 成 分 的 变化 即 可 推测 该 基因 的 生物 学 功能 。 例 如 ,在 酵母 细 
胞 中 表达 外 源 基因 与 绿色 荧光 蛋白 基因 的 融合 蛋白 后 ,可 通过 荧光 显微镜 观察 奖 光 所 在 
的 亚 细 胞 区 域 ,从 而 了 解 该 基因 产物 在 细胞 中 的 定位 。 野 生 型 酵母 细胞 中 18 碳 不 饱和 脂 


6.5 利用 酵母 鉴定 靶 基 因 功 能 





酸 合 成 基因 (LEU2/ 
feu2) 在 酵母 细胞 形成 
4 个 孢子 过 程 中 的 分 
配 情况 。 最 后 形成 的 
4 个 爷 子 中 有 两 个 贸 
f 带 有 野生 型 基因 
两 个 孢子 带 有 突变 体 
基因 


图 6-39 棉花 不 同 


KCS 基因 开 补 酵 酉 
jn24rino34 突变 休 
细 殉 程度 分 析 


W1536 58B 为 野生 型 单 
倍 体 细胞 ;elo24elo34 
为 酵母 自身 的 超 长 链 
脂肪 酸 合成 酶 双 突 变 
的 单 倍 体 ,为 致死 型 ; 
KCS12、KCS6 .KCS2 
KCS13 为 不 同 的 棉花 
KCS 基因 
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图 6-40 用 气相 色 
谱 法 检测 基因 功能 
(3) 将 空 载体 转 入 无 合 
成 C18 : 2 长 链 脂肪 酸 
能 力 的 酵母 细胞 后 ,用 
气相 色谱 证 明细 胞 抽 
提 物 中 只 有 Cl18 : 1， 
没有 cl8 :2 不 饱和 
脂肪 酸 。(b) 将 FAD2 
(fatty acid desaturase 2, 
@-6 脂肪 酸 去 饱和 酶 ) 
载体 转 入 酵母 细胞 后 ， 
C18 :1 减少 ,出 现 大 
其 C18 : 2, 说 明 该 基 
因 编码 的 蛋白 可 能 以 
C18 :1 为 底 物 合成 
C348:525 
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肪 酸 主 要 是 C18 : 1, 这 些 细 胞 不 能 产生 含有 两 个 或 多 个 双 键 的 不 饱和 脂肪 酸 , 若 将 棉花 
中 可 能 编码 o-6 脂肪 酸 脱氧 酶 的 基因 转 人 野生 型 酵母 细胞 中 ,诱导 该 基因 的 表达 ,然后 
用 气相 色谱 和 质谱 技术 分 析 细胞 的 脂肪 酸 组 成 ,在 带 有 棉花 基因 的 酵母 细胞 中 可 能 出 现 
C18 : 2 不 饱和 脂肪 酸 ,证 明 该 基因 编码 了 有 功能 的 o-6 脂肪 酸 脱 饱和 酶 /由 * 0。 因 为 酵 
母 细胞 中 有 与 动 .植物 细胞 比较 接近 的 蛋白 质 转录 后 修饰 系统 ,许多 在 大 肠 杆菌 中 不 产生 
功能 蛋白 质 的 动 ,植物 基因 在 酵母 中 表达 后 往往 具有 生物 学 功能 。 





(a) (b) 
18:1 

















6.6 ”其 他 分 子 生物 学 技术 


6.6.1 凝 胶 滞 缓 实验 


凝 胶 灌 缓 (electrophoretic mobility shift assay,EMSA) 实 验 , 是 体外 分 析 DNA 与 蛋 
白质 相互 作用 的 一 种 特殊 的 凝 胶 电泳 技术 。 其 基本 原理 是 ,蛋白 质 与 DNA 结合 后 将 大 
大 增加 相对 分 子 质量 ,而 凝 胶 电泳 中 DNA 朝 正 电极 移动 的 距离 与 其 相对 分 子 质量 的 对 
数 成 正比 ,因此 ,没有 结合 蛋白 的 DNA 片段 跑 得 快 ,而 与 蛋白 质 形成 复合 物 的 DNA 由 
于 受到 阻 滞 而 跑 得 慢 。 历 史上 ,该 技术 首次 为 大 肠 杆菌 乳糖 阻 过 物 与 其 DNA 结合 位 点 
的 相互 作用 提供 了 动态 数据 。 实 验 中 , 当 特 定 的 DNA 片段 与 细胞 提取 物 混合 后 ,车 该 
复合 物 在 凝 胶 电泳 中 的 迁移 速率 变 小 ,就 说 明 该 DNA 可 能 与 提取 物 中 某 个 蛋白 质 分 子 
发 生 了 相互 作用 。 这 一 方法 简单 ,快捷 ,是 分 离 纯 化 特定 DNA 结合 蛋白 质 的 经 典 实验 
方法 。 

在 EMSA 实验 中 ,用 放射 性 同位 素 标记 待 检测 的 DNA 片段 ( 即 探 针 DNA), 然 后 与 细 
胞 提取 物 共 温 育 ,形成 DNA- 蛋白 质 复 合 物 , 将 该 复合 物 加 到 非 变 性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 
进行 电泳 。 通 常用 *P 标 记 DNA 分 子 , 而 不 标记 和 蛋白质。 电泳 结束 后 ,用 放射 自 显影 技 
术 显现 具 放 射 性 标记 的 DNA 条 带 位 置 。 如 果 细 胞 蛋白 提取 物 中 不 存 与 同 放射 性 标记 的 
DNA 探 针 相 结合 的 蛋白 质 , 那 么 所 有 放射 性 标记 都 将 出 现在 凝 胶 的 底部 ;反之 ,将 会 形成 
DNA- 蛋白 质 复合 物 , 由 于 受到 凝 胶 阻 滞 的 缘故 ,放射 性 标记 的 DNA 条 带 就 会 出 现在 凝 
胶 的 不 同 部 位 (向 * +。 
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此 外 ,EMSA 还 被 用 于 研究 与 蛋白 质 相 结合 的 DNA 序列 的 特异 性 。 在 DNA- 蛋白 
质 复合 物 中 加 入 超 量 的 非 标记 竞争 DNA 分 子 , 如 果 它 与 标记 的 探 针 DNA 结合 同一 种 蛋 
白质 ,由 于 竞争 DNA ( 非 标记 ) 远 远 多 于 探 针 DNA (标记 ), 绝 大 部 分 蛋白 质 会 与 竞争 DNA 
结合 , 探 针 DNA 则 可 能 处 于 自由 状态 , 凝 胶 电 泳 的 放射 自 显 影 图 上 的 阻 滞 条 带 就 会 显著 
变 弱 。 相 反 , 如 果 竞 争 DNA 不 能 与 探 针 DNA 所 结合 的 蛋白 质 发 生 相互 作用 ,那么 , 探 针 
DNA 将 仍旧 与 其 结合 蛋白 形成 复合 物 , 阻 滞 条 带 强度 不 发 生变 化 。 另 外 ,通过 设计 一 系 
列 引 入 一 个 或 数 个 突变 碱 基 的 放射 性 标记 探 针 ,我 们 可 以 运用 EMSA 来 评估 这 些 突变 对 
探 针 DNA 与 结合 蛋白 相互 作用 的 影响 ,进而 确定 该 探 针 DNA 分 子 中 与 蛋白 质 直 接 发 生 
相互 作用 的 关键 性 碱 基 ! 由 4。 





(9) 


mDRE! 
mDRE2 
mDRE3 
mDRE4 
mDRES 
mDRE6 
GCC 


[ee] 
出 轨 科 
& A 
DD § 


自由 DNA 探 针 











6.6.2” 哈 菌 体 展示 技术 


噬菌体 是 细菌 病毒 的 总 称 , 英 文 为 Bacteriophage ,来 源 于 希腊 文 “phagos" ,有 “吞噬 ” 
之 意 。 叭 菌 体 可 在 脱离 宿主 细胞 的 状态 下 保持 自己 的 生命 ,但 一 旦 脱离 了 宿主 细胞 , 它 
们 就 既 不 能 生长 也 不 能 复制 ,因为 大 多 数 的 吹 菌 体 只 能 利用 宿主 核糖 体 、 合 成 蛋白 质 的 
因子 .各 种 氨基 酸 及 能 量 代谢 体系 进行 生长 和 增殖 。 叭 菌 体 可 被 分 为 溶菌 周期 和 溶 源 周 
期 两 种 不 同 的 类 型 。 在 溶菌 周期 ,噬菌体 将 其 感染 的 宿主 细胞 转变 成 为 噬菌体 的 “制造 
厂 " ,产生 出 大 量 的 子 代 噬菌体 颗粒 。 实 验 室 常 将 只 具有 溶菌 生长 周期 的 噬菌体 称 作 烈 
性 只 菌 体 。 而 溶 源 生 长 周期 是 指 噬菌体 DNA 被 整合 到 宿主 细胞 染色 体 DNA 上 ,成 为 它 
的 一 个 组 成 部 分 ,感染 过 程 中 不 产生 子 代 噬 菌 体 颗粒 。 具 有 溶 源 周 期 的 喉 菌 体 被 称 为 
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图 6-41 拟 南 芥 转 


录 因子 Atsg11590 
与 不 同 DNA 元 件 有 有 
不 同 的 结合 能 力 


(a) At5g11590 与 不 同 
DNA 元 件 的 EMSA 
实验 结果 ;(b) 灰 度 扫 
描 分 析 显示 Ar5g11590 
对 不 同 DNA 元 件 存 
在 显著 的 亲和力 差异 。 
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图 6-42 啼 效 体 展 
示 技术 研究 从 门 质 
相 拟 作用 
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温和 噬菌体 。 

噬菌体 展示 技术 是 将 基因 表达 产物 与 亲 和 选 择 相 结合 的 技术 ,其 基本 原理 是 将 编码 
“诱饵 " 蛋白 (你 研究 中 所 发 现 的 任何 感 兴趣 的 蛋白 质 ) 的 DNA 片段 插入 叭 菌 体 基因 组 ， 
并 使 之 与 喉 荫 体外 壳 蛋 白 编 码 基因 相 融 合 。 该 重组 噬菌体 侵 染 宿主 细菌 后 ,复制 形成 大 
量 带 有 杂 合 外 过 蛋白 的 噬菌体 颗粒 ,直接 用 于 捕获 靶 蛋 白 库 中 与 “诱饵 " 相互 作用 的 蛋白 
质 时 9 。 噬 菌 体 次 要 结构 蛋白 p 下 和 主要 结构 蛋白 (外 壳 蛋 白 ) p 如 均 可 作为 载体 来 展 
示 外 源 多 肽 。p 下 基因 融合 时 表达 强度 低 ( 每 个 噬菌体 上 有 不 超过 5 个 拷贝 ), 与 p WW 基因 
融合 时 ,表达 强度 高 (每 个 哄 菌 体外 壳 上 可 能 有 2 700 ~ 3 000 个 拷贝 )。 在 p 看 和 p 灶 基 
因 的 信号 肽 与 成 熟 蛋 白质 编码 区 之 间 都 有 单一 的 克隆 位 点 便于 外 源 基 因 插 入 ,表达 的 融 
合 蛋 白 被 分 泌 到 细胞 质 基质 并 由 宿主 蛋白 酶 切除 信号 肽 ,融合 蛋白 被 作为 结构 外 壳 蛋 白 
呈现 到 病毒 粒子 的 表面 。 











导入 噶 苗 体内 并 与 
全 八 过 针 ， 
Im 噬菌体 侵 染 
E.coli 
编码 "诱饵 ” 
蛋白 的 DNA Ps 
mm 和 并 
性 结合 蛋 R | 
白 的 基因 融合 基因 在 E.coli 
体内 表达 并 组 装 子 
代 啦 菌 体 
融合 蛋白 展示 在 
只 菌 体 的 表面 
将 此 类 鸣 菌 体 窜 集 后 侵 巢 
含有 可 能 与 之 相互 作用 蛋 
自 枯 因 的 E.coli 





筛选 与 某 种 伍 白 
特异 性 相互 作用 
的 噬菌体 


直接 法 亲 和 筛 选 是 将 靶 蛋 白质 分 子 偶 联 到 固 相 支持 物 上 ,文库 噬菌体 与 固 相 支 持 物 
温 育 后 洗 去 未 结合 的 叭 菌 体 , 即 获得 与 所 筛选 蛋白 有 亲 和 性 的 叭 菌 体 。 间 接 法 亲 和 筛 选 
是 将 生物 素 标记 的 蛋白 质 分 子 与 文库 噬菌体 温 育 后 铺 在 含有 链 亲 和 素 (能 与 生物 素 相 结 
合 ) 的 平 骨 上 , 洗 去 未 结合 的 噬菌体 ,保留 在 平 阵 上 的 就 是 结合 状态 的 噬菌体 。 洗 脱 结合 
状态 叭 菌 体 后 感染 细菌 , 扩 增 叭 菌 体 ,开始 新 一 轮 的 筛选 ,连续 几 次 亲 和 纯 化 反应 后 就 能 
选择 性 富 集 并 扩 增 结合 靶 盘 白 的 噬菌体 。 
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6.6.3 和 蛋白质 磷酸 化 分 析 技术 


细胞 的 生长 发 育 ,周期 调控 ,基因 表达 蛋白质 合成 以 及 神经 功能 .肌肉 收缩 等 都 离 不 开 
蛋白 质 特异 性 磷酸 化 ,因此 ,由 蛋白 激酶 和 和 蛋白 磷酸 酯 酶 所 催化 的 蛋白 质 可 逆 磷 酸化 过 程 ， 
是 生物 体内 一 种 普遍 是 重要 的 调节 方式 ,控制 着 众多 的 生理 生化 反应 和 生物 学 过 程 。 许 多 
复杂 的 细胞 信号 转 导 系 统 还 涉及 由 多 个 蛋白 激酶 所 催化 的 磷酸 化 级 联 反 应 。 通 常 蛋白 激酶 
催化 ATP 或 GTP 的 y- 磷酸 基 团 转移 到 底 物 蛋白 的 丝氨酸 、 苏 氨 酸 或 栈 氨 酸 残 基 上 ,促使 底 
物 和 蛋白 发 生 磷酸 化 ,而 蛋白 质 磷 酸 酯 酶 则 能 催化 底 物 蛋白 发 生 去 磷酸 化 外 3。 此 外 , 底 物 
蛋白 的 组 氨 酸 , 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 ,天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 残 基 上 也 能 发 生 可 逆 磷 酸化 。 

实验 室 研 究 蛋 白质 磷酸 化 主要 包括 底 物 蛋白 磷酸 化 和 蛋白 激酶 活性 检测 ,一般 采用 
双向 电泳 及 质谱 分 析 等 检测 底 物 蛋白 磷酸 化 。 由 于 细胞 内 可 能 有 多 达 上 千 个 蛋白 激酶 ， 
体内 检测 某 个 蛋白 激酶 活性 非常 困难 ,科学 家 常用 体外 激酶 活性 分 析 法 来 检测 蛋白 激酶 
活性 。 该 方法 能 十 分 可 靠 地 鉴定 某 个 蛋白 激酶 对 底 物 的 磷酸 化 作用 ,得 查 激酶 的 特异 性 
底 物 。 蛋 白 激酶 体外 磷酸 化 活性 分 析 如 图 6-44 所 示 , 主要 分 为 获取 底 物 蛋白 或 待 检测 蛋 








ATP 或 GTP ADP 或 GDP 
蛋白 激酶 Pi 
ll | 
le MORE “0 1… SRLT—N—CH—C—QKGL:… 
CH, 和 
0 一 国 
ll 1 
2.…- HIDY 一 N 一 CH 一 C 一 KKTT …' 2.…- HIDY 一 N 一 CH 一 C 一 KKTT …: 
CH， cH; 
0 一 
‖ ‖ 
| 
3 A 3 Le 
1 HN 本 
CH; CH 
蛋白 磷酸 醋 酶 
底 物 蛋白 磷酸 化 的 底 物 蛋白 
PB, 








图 6-43 ”全 白 激酶 和 和 表 白 磷酸 栈 栈 催化 底 物 重 白 发 生 可 道 磷 酸化 
蛋白 质 1 的 Ser 残 打上 发 生 可 逆 砚 酸化 ;蛋白 质 2 的 Tyr 残 其 上 发 生 可 逆 硫 酸化 ;蛋白 质 3 的 Thr 残 基 上 发 生 可 逆 磷 酸化 。 
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白 激酶 和 进行 蛋白 质 体外 磷酸 化 反应 两 步 。 可 以 直接 从 组 织 中 提取 目的 蛋白 (包括 底 物 
蛋白 及 待 检测 蛋白 激酶 ), 也 可 由 原核 或 真 核 表达 载体 诱导 表达 目的 蛋白 。 如 疼 6-45 所 
示 , 将 体外 表达 的 棉花 钙 离 子 依赖 性 蛋白 激酶 CDPK1 与 乙烯 合成 酶 基因 4CS2 置 于 蛋白 
质 体外 磷酸 化 实验 体系 中 ,研究 发 现 ,有 钙 离 子 存 在 时 ,ACS2 能 被 有 效 地 磷酸 化 ,ACO1 





及 SUS 蛋白 则 不 能 被 磷酸 化 。 
图 6-44 货 门 激酶 | 原核 表 
体外 全 酸化 活性 真 核 表 达 系 统 组 织 
分 相 达 系 统 提取 
泳 道 1.4 和 5 中 的 蛋 
白质 具有 使 蛋白 质 磷 
酸化 的 激酶 活性 , 沪 2 CD。 匡 自 质 米 尖 
道 2.3 和 6 中 的 蛋白 区 LP 兴 
质 不 能 使 锻 精 碱 性 © 
蛋 和 白 质 (myehin basic | 
Protein ,MBP) 磷酸 化 。 | 
© 分 离 纯 化 蛋白 质 
| { 待 检测 的 蛋白 质 ) 

















外 
磷 
酸 
化 
反 
应 
胶 内 蛋白 复 性 ee 一 08 
于 和 胶 、 帮 射 自 显影 
一 43 
一 29 
人 
图 6-45 体外 盘 门 一 人 0 
激 隋 看 酸 化 特异 性 VA . GhSUS GhACO! 
分 析 GhCDPKI + 一 十 十 + + 
有 钙 离 子 存在 时 ,和 蛋 二 二 
白 激酶 CDPK1 能 磷 
酸化 乙 声 合 成 酶 基因 
ACS2， 但 ACOI 及 
SUS 蛋白 都 不 能 被 砚 
酸化 。 
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6.6.4 蛋白 质 免 疫 印 迹 与 抗体 制备 


(1) 蛋白 质 免疫 印迹 (Western blotting) 该 方法 是 分 子 生物 学 中 最 常用 的 蛋白 质 研究 
技术 ,是 20 世纪 70 年 代 末 80 年 代 初 在 蛋白 质 凝 胶 电 汶 和 固 相 免疫 测定 基础 上 发 展 起 来 
的 一 种 技术 ,为 检测 样品 中 是 否 存在 蛋白 抗原 提供 了 一 种 可 靠 的 方法 。 免 疫 印 迹 法 的 基 
本 原理 是 被 测 蛋 白 只 能 与 标记 的 特异 性 抗体 相 结 合 ,而 这 种 结合 不 改变 该 蛋白 在 凝 胶 电 
泳 中 的 相对 分 子 质量 。 免 疫 印 迹 法 具有 高 效 ,简便 .灵敏 等 特点 ,能 被 用 于 测定 抗原 的 相 
对 丰 度 或 与 其 他 已 知 抗原 的 关系 ,也 是 评价 新 抗体 特异 性 的 一 种 有 用 方法 。 

免疫 印迹 程序 可 分 为 五 个 步骤 :中 蛋白 样品 的 制备 ;@@ SDS-PAGE 电泳 分 离 样品 ; 
图 将 已 分 离 的 蛋白 转移 到 尼龙 或 其 他 膜 上 ,转移 后 首先 将 膜 上 未 反应 的 位 点 封闭 起 来 以 
抑制 抗体 的 非特 异性 吸附 ;图 用 固定 在 膜 上 的 蛋白 质 作为 抗原 ,与 对 应 的 非 标记 抗体 (一 
抗 ) 结 合 ;@ 洗 去 未 结合 的 一 抗 ,加 入 酶 偶 联 或 放射 性 同位 素 标记 的 二 抗 , 通 过 显 色 或 放射 
自 显影 法 检测 凝 胶 中 的 蛋白 成 分 “”。 












(9) ”MM 蛋白 质 样品 (b) 
(x10') 
97 Bn 
66 J 支架 
货 
~ 9 g 
43 一 三 SE 
三 Rg ly 
3 SEE SS 9 
~ SS 2 
20 > 4 8 
14 i 
SDS-PAGE 海绵 膜 胶 滤纸 
蛋白 电泳 ( 打 蓝 色 号 者 为 目的 蛋白 ) 转 膜 





(9) (d) 





M(x10’) 
66.2 — 
村 一 一 
目的 蛋白 
免疫 反应 及 显 色 目的 蛋白 Western blotting 结果 
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图 6-46 倪 疫 印迹 


小 意图 
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(2) 抗体 制备 ”利用 抗原 分 子 刺 激 机 体 , 使 其 产生 免疫 反应 ,由 机 体 的 浆 细胞 合成 并 
分 泌 能 与 抗原 分 子 特 异性 结合 的 一 组 免疫 球 蛋 白 被 定义 为 抗体 。 由 于 抗原 分 子 通常 是 
由 多 个 抗原 决定 篮 组 成 的 ,由 单一 抗原 决定 得 刺激 机 体 ,由 一 个 B 淋巴 细胞 克隆 接受 该 
抗原 所 产生 的 抗体 就 被 称 为 单 克隆 抗体 (monoclonal antibody), 而 由 多 种 抗原 决定 簇 产生 
的 一 组 含有 针对 各 个 抗原 决定 复 的 混合 抗体 ,就 被 称 为 多 克隆 抗体 (polyclonal antibody)。 
制备 技术 主要 分 为 :抗原 准备 。 对 于 某 个 特定 的 蛋白 质 , 常 有 多 种 抗原 形式 ,包括 形成 
特异 性 偶 联 多 肽 .重组 表达 该 蛋白 全 长 或 部 分 以 及 重组 表达 的 融合 蛋白 等 。 @ 动 物 选 择 。 
实践 中 供 免 疫 用 的 动物 主要 是 哺乳 动物 ,如 家 免 .绵羊 .山羊 .小 鼠 等 。 动 物 选择 常 依据 
抗体 的 用 途 和 需 用 量 决定 ,如 需 大 量 制备 抗体 ,多 采用 体型 较 大 的 动物 。 如 期 望 获得 直 
接 用 于 标记 诊断 的 抗体 , 则 应 采用 与 诊断 目标 相同 的 动物 。@@ 动 物 免疫 。 针 对 不 同 的 动 
物 及 要 求 抗体 的 特性 等 不 同 , 需 采用 不 同 的 免疫 剂量 .免疫 周期 来 对 动物 进行 免疫 。 以 
小 鼠 为 例 ,首次 的 免疫 剂量 为 50 ~ 400 jg/ 次 ,免疫 周期 间隔 为 5 ~ 7 d, 在 一 定 的 范围 内 ， 
抗体 的 效 价 随 免疫 剂量 增加 而 提高 ,而 较 长 的 免疫 周期 有 利于 获得 较 高 效 价 的 抗 血 清 。 
@ 效 价 检测 。 不 同 抗原 分 子 ,不 同 免疫 动物 以 及 不 同 的 免疫 方法 ,其 效 价 往往 不 同 。 可 
用 试管 凝集 法 ,琼脂 扩散 实验 、 酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA) 等 检测 抗体 效 价 。@@ 采 集 
血清 ,纯化 抗体 。 如 果 鉴 定 抗体 效 价 达到 要 求 , 则 杀 死 实验 动物 ,采集 全 部 血清 ,利用 偶 
联 在 支持 物 上 的 含 特异 性 抗原 决定 簇 的 分 子 来 纯化 抗体 。@ 获 得 抗体 并 进行 纯度 及 特 
异性 鉴定 。 

图 6-47 是 多 克隆 抗体 制备 的 一 个 应 用 实例 ,是 针对 陆地 棉 一 个 甲 基 化 酶 DOMAINS 
REARRANGED METHYLASE 1/2(DRM1/2), 采 用 特异 性 偶 联 多 肽 的 方案 。 首 先 克隆 出 陆 
地 棉 DRM1/2 的 全 长 核酸 序列 并 找到 可 读 框 将 其 翻译 为 蛋白 序列 ,对 该 蛋白 进行 亲 / 政 
水 性 ,抗原 活性 及 蛋白 结构 预测 等 分 析 , 选 取 最 可 能 暴露 于 蛋白 表面 且 抗 原 活性 较 高 的 亲 
水 性 片段 作为 备 选 的 多 肽 片段 。 根 据 所 选 多 肽 片段 序列 合成 一 段 多 肽 并 偶 联 在 有 助 于 
产生 抗体 的 分 子 上 。 实 验 中 用 家 免 作为 免疫 动物 , 共 免 疫 8 次 ,周期 为 5~7 d, 首 次 免疫 
剂量 为 0.5 ~ 1 mg/kg, 后 续 加 强 免疫 剂量 为 每 次 0.2 ~ 0.5 mg/kg。 得 到 的 抗体 经 纯化 后 用 
ELISA 鉴定 其 效 价 并 采用 重组 表达 了 DRM1/2 特异 性 蛋白 片段 的 大 肠 杆菌 蛋白 作为 正 对 
照 检验 了 该 抗体 的 特异 性 。 两 个 抗体 分 别 稀释 64 000 售 ,仍然 有 较 强 的 杂交 信号 ,表明 
抗体 效 价 高 ,特异 性 强 ,可 满足 后 续 蛋 白质 印迹 实验 需求 。 在 4 个 不 同 的 棉花 材料 蛋白 样 
品 中 ,利用 该 抗体 进行 了 蛋白 质 印迹 实验 ,发 现在 不 同样 品 中 该 蛋白 丰 度 有 显著 差异 ,在 
样品 1 中 该 蛋白 表达 丰 度 最 高 ,而 在 样品 3 中 丰 度 最 低 。 

影响 免疫 印迹 成 败 的 一 个 主要 因素 是 抗原 分 子 中 可 被 抗体 识别 的 表 位 性 质 。 所 以 ， 
在 选择 抗体 (一 抗 ) 时 要 考虑 所 选 抗体 是 否 能 识别 凝 胶 电泳 后 转 印 到 膜 上 的 变性 蛋白 ,是 
否 会 引起 交叉 反应 。 第 二 个 因素 是 蛋白 原液 中 抗原 的 浓度 。 对 于 中 等 相对 分 子 质 量 的 蛋 
白质 (W, 约 为 5x 10') 其 含量 需 大 于 0.1 ng 才能 被 检 出 。 如 果 要 检测 更 低 量 的 蛋白 质 , 样 
品 要 做 进一步 的 纯化 。 
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(a) 





50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 {氨基酸 ) 
- energy 鳃 wf 次 亲 跌 水 性 图 满 | 
名 器 抗原 指数 
aa CNGSNYNKRRNLGYDL 


(b) 


MDQNGSGGDADNFDW 

















空白 负 对 照 1 : 1 000 1:4000 1:16000 1:32000 1:64000 
| 
(c) {d) 
= 1 0 4 
M. (x10’) EE 
100 = 
| 加 
40 - 
| 30- 
用 于 检测 的 二 级 抗体 一 般 分 三 种 : 


放射 性 标记 的 抗体 。 最 早 的 免疫 印迹 都 采用 这 种 方法 ,这 也 是 迄今 为 止 定量 最 准 

确 的 方法 。 由 于 使 用 放射 性 同位 素 , 有 一 定 的 危险 性 ,现在 已 逐渐 被 非 放 射 性 检测 系统 所 
取代 。 

@) 与 酶 偶 联 的 抗体 。 主 要 包括 辣 根 过 氧化 物 酶 和 碱 性 磷酸 酯 酶 ,如 果 选 用 辣 根 过 氧 

化 物 酶 标记 的 二 抗 ,就 可 以 用 化 学 发 光 法 检测 。 当 有 过 氧化 氨 存 在 时 , 辣 根 过 氧化 物 酶 

催化 鲁 米 诺 氧 化 即 可 发 光 , 在 暗室 用 X 线 胶片 曝光 法 可 以 检测 到 信号 。 如 果 选 用 碱 性 磷 

酸 酶 标记 的 二 抗 和 溴 氢 中 | 只 磷 酸 盐 / 硝 基 和 氮 蓝 四 唑 (BCIP/NBT) 做 底 物 ,能 在 酶 结合 部 位 

产生 肉眼 可 见 的 黑 紫色 沉淀 ,产生 清晰 的 条 带 , 而且 几 乎 没有 背景 。 反 应 可 被 EDTA 所 
终止 。 

图 与 生物 素 偶 联 的 抗体 。 生 物 素 是 可 溶性 的 维生素 ,能 与 抗 生 物 素 蛋 白 高 亲和力 结 
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图 6-47 多 克隆 抗 
体 的 制备 及 应 用 
(a) DRMI1/2 氨 基 酸 
序列 分 析 与 抗原 选 
择 。 选 取 亲 水 性 和 抗 
原 指 数 高 的 区 段 合成 
多 肽 。(b) 抗体 效 价 的 
ELISA 检测 。(c) 抗体 
特异 性 蛋白 质 印 迹 检 
测 。(d) 使 用 陆地 棉 
DRM1/2 多 克隆 抗体 ， 
用 和 蛋白质 印迹 技术 检 
测 4 个 不 同 愧 花样 品 
中 DRM1/2 的 丰 度 。 
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图 6-48 野生 型 拟 南 
并 中 TFIOY3am :04P 
栅 合 基因 的 表达 {( 另 
见 彩 揪 ) 

将 4rWOX5 的 启动 
子 序 列 与 GFP 的 编码 
序列 融合 ,构建 植物 转 
化 载体 ,通过 花序 淄 
染 法 转化 野生 型 拟 南 
章 - 在 WOX5 启动 子 
的 指导 下 ,GFP 基因 
表达 , 指示 WOX5 和 蛋 
白 定 位 于 根 端 分 生 组 
织 (RAM) 的 静止 中 心 
(QC)。 红色 荧光 :用 
PI 对 细胞 获 染 色 ; 绿 色 
荧光 :GFP 自发 荧光 


图 6-49 结核 杆菌 
外 膜 重 白 影 响 核 转 
让 因子 NF-xB 在 已 
啼 细 胞 中 的 定位 { 男 
见 彩 捅 
目的 蛋白 刺激 巨 噬 细 
胞 15 min, 诱导 在 胞 
质 定位 的 NF-kB 分 
子 转运 到 细胞 核 中 
绿色 荧光 :FITC 标记 
NF-xB 分 子 ; 蓝 色 荧 
光 :DAPI 标记 细胞 核 
DNA。 
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合 ,后 者 再 与 报道 酶 相 结合 ,以 确定 抗 生 物 - 生物 素 - 靶 蛋 白 复合 物 的 位 置 并 进行 定量 
分 析 。 


6.6.5 细胞 定位 及 染色 技术 


真 核 生 物 具 有 非常 复杂 的 亚 细 胞 结构 ,蛋白 质 在 组 织 及 细胞 内 的 亚 定位 ,一直 是 
细胞 生物 学 和 分 子 生 物 学 研究 的 核心 问题 ,只 有 了 解 特定 蛋白 质 的 定位 , 才 有 可 能 了 
解 其 生物 学 功能 。 研 究 细胞 定位 可 采取 多 种 方法 ,常用 的 是 荧光 蛋白 标记 和 免疫 荧 
光 法 
= 最 常用 的 可 能 是 绿色 荧光 蛋白 (CFP), 它 由 
-人 238 个 氨基 酸 组 成 ,有 两 个 吸收 峰 , 最 大 吸收 峰 在 
395 nm , 另外 一 个 在 47$ nm ,前 者 由 紫外 光 激 发 ， 
后 者 由 蓝光 激发 。 发 射 光 也 有 两 个 峰值 ,分 别 是 
509 nm 和 540 nm, 呈 绿色 或 黄 绿色 荧光 。 将 绿色 
| 荧光 蛋白 的 编码 序列 与 目的 基因 启动 子 融合 形成 
嵌 合 基因 ,或 者 将 绿色 荧光 蛋白 编码 序列 与 目的 
蛋白 编码 序列 融合 ,构成 融合 基因 ,通过 花序 浸染 
| 法 .基因 枪法 、 显 微 注射 法 . 愈 伤 组 织 转化 法 .细胞 
| 转 染 等 技术 , 转 染 植物 或 动物 细胞 ,由 于 融合 基因 
| 与 目的 基因 的 表达 模式 相同 (使 用 相同 的 表达 调 
控 元 件 ), 通 过 荧光 显微镜 观察 CFP 在 组 织 或 亚 细 
胞 中 的 分 布 就 相应 确定 了 目的 蛋白 在 细胞 中 的 定位 (外 -13)。 
免疫 荧光 法 是 将 免疫 学 方法 (抗原 抗体 特异 结合 ) 与 荧光 标记 技术 结合 起 来 研究 特异 
蛋白 抗原 在 细胞 内 定位 的 方法 。 用 针对 特异 蛋白 抗原 的 荧光 标记 抗体 作为 分 子 探 针 检测 
细胞 或 组 织 内 的 相应 抗原 ,由 于 所 形成 的 抗原 抗体 复合 物 上 含有 荧光 素 ,利用 荧光 显微镜 
观察 标本 ,确定 荧光 所 在 细胞 或 组 织 , 从 而 对 抗原 蛋白 进行 定位 加 64 











蛋白 处 理 


15 min 








章 ”分子 生物 学 研究 法 (下 ) 


思考 题 


. 简 述 用 RNA-seq 技术 进行 转录 组 学 分 析 的 原理 。 

. 简 述 RNA 原 位 杂交 的 主要 实验 过 程 及 应 用 。 

. 简 述 基因 芯片 技术 对 分 子 生物 学 研究 的 意义 。 

， 说 出 免疫 共 沉 淀 (ColP) 实验 的 原理 与 过 程 ,比较 酵 甘 双 杂交 技术 和 免疫 共 沉 证 技术 在 研究 蛋白 质 相 
互 作用 方面 的 优 缺 点 。 

. 简 述 RNAi 技术 原理 以 及 在 分 子 生 物 学 领域 应 用 的 前 景 。 

. 简 述 基因 定点 突变 的 原理 与 实验 过 程 。 

. 说 出 经 典 遗 传 学 (forward genetics) 与 现代 遗传 学 (reverse genetics) 的 共同。 

. 假设 某 哺乳 动物 基因 可 能 编码 了 脂肪 酸 脱 氧 酶 ,请 在 酵母 细胞 中 设计 实验 研究 该 基因 的 功能 。 

. 蛋白 质 Pull-down 实验 原理 与 主要 步骤 。 

10. 简 述 染色 质 免疫 共 沉 证 (ChIP) 技术 原理 与 基本 过 程 。 

11. 什么 是 完全 基因 敲 除 和 条 件 型 基因 敲 除 ? 

12. 简 述 酵母 单 双 杂交 系统 的 基本 原理 与 应 用 。 

13. 说 出 凝 胶 滞 缓 实验 的 原理 与 应 用 。 


一 


oN 人 


思考 是 
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第 7 章 


原核 基因 表达 调控 








71 谅 核 基因 表达 调控 总 论 

72 乳糖 操 纵 子 与 负 控 诱导 系统 
73” 色 和 氨 酸 操纵 子 与 负 控 阻 过 系统 
24 其 他 操纵 子 

25 固氮 基因 调控 

76 转录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 
77 转录 后 调控 
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原核 生物 及 单 细胞 真 核 生 物 直接 暴露 在 变幻 莫 测 的 环境 中 ,食物 供应 无 保障 ,只 能 根 
据 环 境 条 件 的 改变 合成 各 种 不 同 的 蛋白 质 ,使 代谢 过 程 适应 环境 的 变化 ,才能 维持 自身 的 
生存 和 繁衍 。 高 等 真 核 生 物 代谢 途径 和 食物 来 源 都 比较 稳定 ,但 由 于 它们 是 多 细胞 有 机 
体 ,在 个 体 发 育 过 程 中 出 现 细胞 分 化 ,形成 各 种 组 织 和 器 官 ,而 不 同类 型 的 细胞 所 合成 的 
和 蛋白质 在 质 和 量 上 都 是 不 同 的 。 因 此 ,不 论 是 真 核 还 是 原核 细胞 都 有 一 套 准 确 地 调节 基 
因 表达 和 和 蛋白 质 合成 的 机 制 。 

自然 选择 倾向 于 保留 高 效率 的 生命 过 程 。 在 单 细 胞 生物 中 ,使 细胞 代谢 总 效率 增 
加 的 突变 细胞 生长 略 快 于 野生 型 ,只 要 有 足够 的 时 间 ,突变 细胞 系 将 占 整个 细胞 群体 
的 主导 地 位 。 例 如 ,在 一 个 每 30 min 增殖 一 倍 的 10" 细菌 群体 中 , 若 有 一 个 细菌 变 成 
了 29.5 min 增殖 一 倍 ,大 约 经 过 80 天 的 连续 生长 后 ,这 个 群体 中 的 99.9% 都 将 具有 
29.5 min 增殖 一 倍 的 生长 速度 (假设 培养 液 被 不 断 地 补充 ,否则 细菌 将 在 一 两 天 内 停止 
生长 )。 

原核 生物 细胞 的 基因 和 蛋白质 种 类 较 少 ,如 大 肠 杆 菌 基 因 组 约 为 4.6 x 10" bp 共有 
4 288 个 可 读 框 。 据 估计 ,一 个 原核 细胞 中 总 共 含有 10" 个 蛋白 质 分 子 , 如 果 每 个 基因 等 
同 翻译 的 话 ,任何 一 个 多 肽 应 有 2 500 个 拷贝 。 但 是 ,这 些 蛋 白质 并 不 是 以 相同 拷贝 数 
存在 于 每 个 细胞 中 的 ,有 些 蛋 白质 的 数目 相当 固定 , 另 一 些 则 变化 很 大 。 例 如 ,每 个 大 
肠 杆菌 细胞 可 以 有 约 15 000 个 核糖 体 , 与 其 结合 的 约 50 种 核糖 体 蛋 白 数量 也 是 十 分 稳 
定 的 。 糖 酵 解 体系 的 酶 含量 很 大 ,其 数目 也 极 恒定 。 此 外 ,如 DNA 聚合 酶 .RNA 聚合 酶 
等 都 是 代谢 过 程 中 必需 的 酶 或 蛋白 质 , 其 合成 速率 不 受 环境 变化 或 代谢 状态 的 影响 ,这 
一 类 蛋白 质 被 称 为 组 成 型 (constitutive) 合成 蛋白 质 。 另 一 种 类 型 则 被 称 为 适应 型 或 调 
节 型 (adaptive or regulated), 因 为 这 类 和 蛋白质 的 合成 速率 明显 地 受 环境 的 影响 而 改变 。 
例如 ,一 般 情况 下 ,一 个 大 肠 杆菌 细胞 中 只 有 15 个 分 子 的 8- 半 乳 糖苷 酶 ,但 若 将 细胞 
培养 在 只 含 乳糖 的 培养 基 中 ,每 个 细胞 中 这 个 酶 的 量 可 高 达 几 万 个 分 子 。 其 他 参与 糖 
代谢 的 酶 ,氨基 酸 、 核 苷 酸 合成 系统 的 酶 类 ,其 合成 速率 和 总 量 都 随 着 培养 条 件 的 变化 
而 改变 。 

细菌 中 所 利用 的 大 多 数 基本 调控 机 制 一 般 执行 如 下 规律 :一 个 体系 在 需要 时 被 打 
开 , 不 需要 时 被 关闭 。 这 种 “ 开 - 关 ”(on-~off) 活性 是 通过 调节 转录 来 建立 的 ,也 就 是 说 
mRNA 的 合成 是 可 以 被 调节 的 。 实 际 上 , 当 我 们 说 一 个 系统 处 于 “off” 状态 时 ,也 可 能 有 
本 底 水 平 的 基因 表达 ,常常 是 每 世代 每 个 细胞 只 合成 1 或 2 个 mRNA 分 子 和 极 少量 的 蛋 
白质 分 子 。 为 了 方便 ,我 们 常常 使 用 “off" 这 一 术语 ,但 必须 明白 所 谓 “ 关 "实际 的 意思 是 
基因 表达 其 特别 低 ,很 难 甚 至 无 法 检测 。 
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7.1 原核 基因 表达 调控 总 论 


我 们 知道 ,所 有 生物 的 遗传 信息 ,都 是 以 基因 的 形式 储藏 在 细胞 内 的 DNA (或 RNA) 
分 子 中 。 随 着 个 体 的 发 育 ,DNA 分 子 能 有 序 地 将 其 所 承载 的 遗传 信息 ,通过 密码 子 - 反 
密码 子 系统 ,转变 成 蛋白 质 分 子 , 执 行 各 种 生理 生化 功能 ,完成 生命 的 全 过 程 。 科 学 家 把 
这 个 从 DNA 到 和 蛋白质 的 过 程 称 为 基因 表达 ' 胃 7 (gene expression), 对 这 个 过 程 的 调节 就 
称 为 基因 表达 调控 (gene regulation 或 gene control)。 基 因 表 达 调 控 是 现 阶段 分 子 生 物 学 
研究 的 中 心 课题 。 要 了 解 动 .植物 生长 发 育 的 规律 .形态 结构 特征 和 生物 学 功能 ,就 必须 
和 弄 清楚 基因 表达 调控 的 时 间 和 空间 概念 - 









NON 二 


SS ATGCGCCATGCCAGTTACGTACATGCA 
Bp” TACGCGGTACGGTCAATGCATGTACGT 


UACGCGGUACGGUCAAUGCAUGUACGU 














基因 表达 调控 主要 表现 在 以 下 两 个 方面 : 

1. 转录 水 平 上 的 调控 (transcriptional regulation)- 

2. 转录 后 水 平 上 的 调控 (post-transcriptional regulation) 包括 四 mRNA 加 工 成 熟 
水 平 上 的 调控 (differential processing of RNA transcript); @) 翻 译 水 平 上 的 调控 (differential 
translation of mRNA), 

基因 调控 的 指挥 系统 也 是 多 样 的 ,不 同 的 生物 使 用 不 同 的 信号 来 指挥 基因 表达 调控 。 
原核 生物 中 ,营养 状况 (nutritional status) 和 环境 因素 (environmental factor) 对 基因 表达 起 
着 举足轻重 的 影响 。 在 真 核 生物 尤其 是 高 等 真 核 生物 中 ,激素 水 平 (hormone level) 和 发 
育 阶 段 (developmental stage) 是 基因 表达 调控 的 最 主要 手段 ,营养 和 环境 因素 的 影响 力 大 
为 下 降 。 

在 转录 水 平 上 对 基因 表达 的 调控 取决 于 DNA 的 结构 、RNA 聚合 酶 的 功能 、 蛋 白 因 
子 及 其 他 小 分 子 配 基 的 相互 作用 。 在 研究 转录 及 转录 调控 以 前 ,我 们 先 来 分 析 一 下 原核 
与 真 核 生 物 转录 与 翻译 的 特点 。 因 为 细菌 mRNA 在 形成 过 程 中 与 核糖 体 混合 在 一 起 ， 
所 以 ,细菌 的 转录 与 翻译 过 程 几乎 发 生 在 同一 时 间 间 隔 内 ,转录 与 翻译 相 偶 联 (coupled 
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转录 产物 | 


图 7-1 基因 表达 
的 第 一 步 是 由 RNA 
聚合 能 拷贝 DNA 双 
链 中 的 模板 链 , 生 成 
与 该 序列 完全 互补 
(除了 T 被 冯 换 成 1 
之 外 ) 的 RNA 链 
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图 7-2 真 核 与 原 
核 生 物 转 承 及 翻译 
调控 的 总 体 特征 
比较 
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transeription and translation)。 真 核 生 物 中 ,初级 转录 产物 (primary transcript) 只 有 从 核 内 运 
转 到 核 外 ,才能 被 核糖 体 翻译 成 蛋白 质 ' 所 71。 














原核 细胞 真 核 细 胞 





7.1.1 原核 基因 表达 调控 分 类 


原核 生物 的 基因 表达 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 上 ,根据 调控 机 制 的 不 同 可 分 为 负 转 
录 调 控 (negative transcription regulation) 和 正 转录 调控 (positive transcription regulation)。 在 
负 转 录 调 控 系 统 中 ,调节 基因 的 产物 是 阻 过 蛋白 (repressor), 起 着 阻止 结构 基因 转录 的 作 
用 。 根 据 其 作用 特征 又 可 分 为 负 控 诱 导 和 负 控 阻 遏 两 大 类 ( 老 ”0)。 在 负 控 诱 导 系统 中 , 阻 
过 蛋白 不 与 效应 物 ( 诱 导 物 ) 结 合 时 ,结构 基因 不 转录 ;在 负 控 阻 过 系统 中 , 阻 歇 蛋白 与 效 
应 物 结合 时 ,结构 基因 不 转录 。 阻 过 蛋白 作用 的 部 位 是 操纵 区 。 在 正 转录 调控 系统 中 , 调 
节 基 因 的 产物 是 激活 蛋白 (activator)。 也 可 根据 激活 蛋白 的 作用 性 质 分 为 正 控 诱 导 系 统 
和 正 控 阻 晕 系统 。 在 正 控 诱 导 系 统 中 ,效应 物 分 子 (诱导 物 ) 的 存在 使 激活 蛋白 处 于 活性 
状态 ;在 正 控 阻 过 系统 中 ,效应 物 分 子 的 存在 使 激活 蛋白 处 于 非 活性 状态 ' 四 7-3)。 


表 7-1 负 转 录 调 控 的 类 型 及 其 特点 


调节 物 结合 到 DNA 上 正 调节 负 调 节 
是 开启 关闭 
否 关闭 开启 


参与 大 肠 杆 菌 中 基因 表达 调控 最 常见 的 蛋白 质 可 能 是 o 因子 ,基因 组 序列 分 析 后 发 
现 至 少 存在 6 种 c 因子 ,并 根据 其 相对 分 子 质量 的 大 小 或 编码 基因 进行 命名 ' 老 7-2), 其 中 
a" 参与 最 基本 的 生理 功能 如 碳 代 谢 ,生物 合成 等 基因 的 转录 调控 。 
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(a) 
和信 信介 介 / 人 AAAM IAAAIANv 


二 | 


非 活性 阻 蛋白 





(c) 人 
AMAMAA NAN (OY NN 


. 
非 活性 阻 过 蛋白 活性 阻 过 蛋白 


共 阻 过 蛋白 





ni 


| RNA 聚 合 酶 
a 
加 一 活性 激活 蛋白 
NO -a 
(d) 
人 ANNAMAMAV AAAM NN 





图 7-3 细菌 中 的 转录 调控 体系 
(2) 负 控 诱导 系统 ; (b) 正 控 诱导 系统 ; (ec) 负 控 阳 过 系统 ;(d) 正 控 阻 过 系统 。 
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图 7-4 大 肠 杆 菌 


中 的 go 因子 (以 o” 


为 例 ) 主要 包括 4 个 
结 构 域 


图 7-5 oa) 和 oa 
{bh) 因子 识别 并 结合 
在 所 调控 基因 上 游 
的 不 同 区 域 
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表 7-2 大 肠 杆 菌 中 的 各 种 9 因子 比较 





06 因子 编码 基因 主要 功能 
o™ RpoD 人 参与 对 数 生长 期 和 大 多 数 碳 代谢 过 程 基因 的 调控 
本 RpoN 参与 多 数 氨 源 利用 基因 的 调控 
oo RpoH 分 裂 问 期 特异 基因 的 表达 调控 
oo Rpos 热 休克 基因 的 表达 调控 
RpoF 给 毛 趋 化 相关 基因 的 表达 调控 
oo RpoE 过 度 热 休克 基因 的 表达 调控 





除 参与 氮 代 谢 的 of 以 外 ,其 他 5 种 
G 因子 在 结构 上 具有 相似 性 ,所 以 统称 co" 
家 族 。 研 究 发 现 ,所 有 o 因子 都 含有 4 个 
保守 区 ' 7 , 其 中 第 2 个 和 第 4 个 保守 
区 参与 结合 启动 区 DNA, 第 2 个 保守 区 
的 另 一 部 分 还 参与 双 链 DNA 解 开 成 单 链 
的 过 程 。 与 上 述 o 因子 特异 性 结合 DNA 
上 的 -35 区 和 -10 区 不 同 ,ao 因子 识 
别 并 与 DNA 上 的 -24 和 -12 区 相 结 
合 "四 7-5) 在 与 启动 子 结合 的 顺序 上 ,o” 类 启动 子 在 核心 酶 结合 到 DNA 链 上 之 后 才能 与 
启动 子 区 相 结 合 , 而 oY 则 类 似 于 真 核 生物 的 TATA 区 结合 蛋白 (TBP), 可 以 在 无 核心 酶 
时 独立 结合 到 启动 子 上 。 大 肠 杆菌 中 主要 由 c" 因子 参与 转录 调控 , 在 特定 的 情况 下 ,也 
可 由 其 他 o 因子 取代 ,引导 RNA 聚合 酶 开启 特定 的 基因 转录 。 例 如 大 肠 杆 菌 面临 高 温 环 
境 时 ,细胞 中 参与 热 休 克基 因 调 控 的 oc” 因子 的 数量 会 迅速 增加 。 这 些 o” 因子 会 替代 一 
部 分 RNA 聚合 酶 中 的 c" 因子 ,引导 这 些 RNA 聚合 酶 到 热 休克 基因 的 启动 子 上 ,激活 热 
休克 基因 的 转录 。 


N 端 C 端 
与 核心 酶 结合 ”参与 DNA 解 链 














一 35 区 一 10 区 RNA 起 始 位 点 
(a) 上 游 调控 元 件 


mRNA VV/ 
-24 区 -12 区 RNA 起 始 位 点 
(b) 上 游 调控 元 件 








mRNA V/V 





7.1.2 ”原核 基因 表达 调控 的 主要 特点 


原核 生物 通过 特 吻 代谢 物 调节 基因 活性 主要 分 为 可 诱导 调节 和 可 阻 过 调节 。 
1. 可 诱导 调节 
可 诱导 调节 是 指 一 些 基因 在 特殊 的 代谢 物 或 化 合 物 的 作用 下 ,由 原来 关闭 的 状态 转 
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变 为 工作 状态 , 即 在 某 些 物质 的 诱导 下 使 基因 活化 。 这 类 基因 中 最 突出 的 例子 是 大 肠 杆 
菌 的 乳糖 操纵 子 。 大 肠 杆 菌 在 含有 和 葡萄糖 的 培养 基 中 生长 良好 ,在 只 含 乳糖 的 培养 基 中 
开始 时 生长 不 好 ,直到 合成 了 利用 乳糖 的 一 系列 酶 ,具备 了 利用 乳糖 作为 碳 源 的 能 力 才 开 
始 生长 。 细 菌 获得 这 一 能 力 的 原因 就 是 因为 在 诱导 物 乳 糖 的 诱导 下 开启 了 乳糖 操纵 子 ， 
表达 它 所 编码 的 3 个 酶 :p- 半 乳 糖苷 酶 (使 乳糖 水 解 为 半 乳 糖 和 葡萄 糖 ),8- 半 乳 糖 背 透 
过 酶 (使 乳糖 进入 细菌 细胞 内 ),p- 半 乳 糖 攻 乙酰 基 转 移 酶 (使 p- 半 乳 糖 第 六 位 碳 原子 乙 
酰 化 )。 这 个 操纵 子 开启 的 效果 是 十 分 明显 的 。 以 8- 半 乳 糖苷 酶 为 例 , 在 葡萄 糖 培养 基 
中 生长 时 ,每 个 细胞 只 有 几 个 酶 分 子 , 但 若 转移 到 乳糖 培养 基 中 , 几 分 钟 后 ,每 个 细菌 细胞 
内 可 产生 3 000 个 酶 分 子 。 因 此 ,这 类 基因 被 称 为 可 诱导 基因 ,这 类 酶 被 称 为 诱导 酶 ,这 
个 生化 过 程 被 称 为 酶 的 诱导 合成 。 

2. 可 阻 过 调节 

这 类 基因 平时 都 是 开启 的 ,处 在 产生 蛋白 质 或 酶 的 工作 过 程 中 ,由 于 一 些 特殊 代谢 物 
或 化 合 物 的 积累 而 将 其 关闭 , 阻 过 了 基因 的 表达 。 比 如 大 肠 杆菌 生活 中 必须 有 色 氨 酸 ,一 
般 情 况 下 ,该 操纵 子 是 开启 的 。 如 果 在 细菌 培养 基 中 加 入 色 氨 酸 ,使 之 能 利用 培养 基 中 的 
色 氨 酸 来 维持 生活 而 不 需要 再 费力 去 合成 ,细菌 往往 能 在 2 ~ 3 min 完全 关闭 该 操纵 子 。 
这 就 是 说 , 某 一 代谢 途径 最 终 产物 合成 酶 的 基因 可 以 被 这 个 产物 本 身 所 关闭 。 这 种 基因 
被 称 为 可 阻 过 基因 ,这 些 酶 被 称 为 可 阻 遏 酶 ,这 个 现象 被 称 为 可 阻 遏 现象 ,这 些 起 阻 过 作 
用 的 小 分 子 被 称 为 阻 遏 物 。 在 这 里 , 色 氨 酸 或 与 其 代谢 有 关 的 某 种 物质 在 阻 过 过 程 ( 而 不 
是 诱导 过 程 ) 中 起 作用 。 

作为 一 般 规律 ,可 诱导 的 操纵 子 总 是 一 些 编码 糖 和 和 氨基酸 分 解 代谢 蛋白 的 基因 ,这 些 
糖 和 氨基酸 平时 含量 很 少 ,细菌 总 基 利 用 更 一 般 的 能 源 物 质 一 一 葡萄 糖 的 水 解 来 提供 能 
源 ,因此 ,这 些 操纵 子 常常 是 关闭 的 。 一 旦 生存 条 件 发 生变 化 ,如 葡萄 糖 缺 乏 而 必须 利用 
乳糖 作为 能 源 时 ,就 要 打开 这 些 基因 。 可 阻 过 基因 的 情况 恰好 相反 ,它们 是 一 些 合成 各 种 
细胞 代谢 过 程 中 所 必需 的 小 分 子 物质 (如 氨基 酸味 叭 和 喀 啶 等 ) 的 基因 ,由 于 这 类 物质 在 
生命 过 程 中 的 重要 地 位 ,这 些 基因 总 是 打开 着 的 。 只 有 当 细 菌 生活 环境 中 有 充分 供应 时 ， 
才 关 闭 这 些 基 因 , 停 止 其 合成 。 


7.1.3 ”弱化 子 对 基因 活性 的 影响 


属于 这 种 调节 方式 的 有 大 肠 杆菌 中 的 色 氨 酸 操纵 子 、 茶 丙 氨 酸 操纵 子 苏 氨 酸 操纵 
子 \ 异 亮 氨 酸 操纵 子 和 织 氨 酸 操纵 子 以 及 沙门 氏 菌 的 组 氨 酸 操纵 子 和 亮 氮 酸 操纵 子 、 喀 喧 
合成 操纵 子 等 。 

在 这 种 调节 方式 中 ,起 信号 作用 的 是 有 特殊 负载 的 氨基 酰 -tRNA 的 浓度 ,在 色 氨 酸 
操纵 子 中 就 是 色 氨 酰 -tRNA 的 浓度 。 当 操纵 子 被 阻 壹 ,RNA 合成 被 终止 时 ,起 终止 转录 
信号 作用 的 那 一 段 核 苦 酸 被 称 为 弱化 于 ,这 种 因为 核糖 体 在 基因 转录 产物 上 的 不 同位 置 ， 
决定 了 RNA 可 以 形成 哪 一 种 形式 的 二 级 结构 .并 由 此 决定 基因 能 和 否 继续 转录 的 调节 方式 
确实 是 非常 巧妙 的 。 起 调节 作用 的 信号 分 子 是 细胞 中 某 一 氨基 酸 或 喀 啶 的 浓度 ,因此 是 
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转录 调节 中 的 微调 整 ,好 比 无 线 电 调谐 器 中 的 微调 一 样 ,只 要 稍 加 变动 就 可 影响 整个 体系 
的 功能 。 我 们 将 在 后 面 分 析 色 氨 酸 基因 操纵 子 结构 时 加 以 详 述 。 


7.1.4 降解 物 对 基因 活性 的 调节 


操纵 子 学 说 的 核心 是 使 基因 从 表达 抑制 状态 中 解脱 出 来 进行 转录 ,是 从 负 调 节 的 角 
度 来 考虑 基因 表达 调控 的 。 那 么 ,有 没有 从 相反 的 角度 进行 正 调节 以 提高 基因 的 转录 水 
平 , 使 它 由 原来 的 低 水 平 表 达 变 成 高 水 平 表 达 的 呢 ? 这 就 是 降解 物 抑 制作 用 的 调节 。 

有 和 葡萄糖 存在 的 情况 下 ,即使 在 细菌 培养 基 中 加 入 乳糖 , 半 乳 糖 、 阿 拉 伯 糖 或 麦芽 糖 
等 诱导 物 ,与 其 相对 应 的 操纵 子 也 不 会 启动 ,产生 出 代谢 这 些 糖 的 酶 来 ,这 种 现象 称 为 葡 
萄 糖 效应 或 称 为 降解 物 抑制 作用 。 为 什么 会 产生 这 种 效应 呢 ? 因为 添加 葡萄 糖 后 ,细菌 
所 需要 的 能 量 便 可 从 葡萄 糖 得 到 满足 ,葡萄 糖 是 最 方便 的 能 源 , 细 菌 无 须 开 启 一 些 不 常用 
的 基因 去 利用 这 些 稀有 的 糖 类 。 葡 萄 糖 的 存在 会 抑制 细菌 的 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 ,减少 环 
腺 苷 酸 (cAMP) 的 合成 ,与 它 相 结合 的 蛋白 质 , 即 环 腺 苷 酸 受 体 蛋 白 (CRP) 又 称 分 解 代谢 
物 激活 蛋白 (CAP), 因 找 不 到 配 体 而 不 能 形成 复合 物 。 降 解 物 抑制 作用 是 通过 提高 转录 
强度 来 调节 基因 表达 的 ,是 一 种 积极 的 调节 方式 。 


7.1.5 细菌 的 应 急 反应 


以 上 各 点 是 细菌 处 于 正常 生活 条 件 下 的 基因 表达 调节 方式 。 所 谓 “ 正 常 ", 也 包括 生 
活 环境 中 缺少 某 一 种 或 两 种 能 源 , 但 能 找到 其 他 代用 物 , 可 是 ,细菌 有 时 会 磁 到 紧急 状况 ， 
比如 氨基 酸 饥饿 时 ,就 不 是 缺少 一 两 种 氨基 酸 ,而 是 氨基 酸 的 全 面 匮乏 。 为 了 紧缩 开支 ， 
渡 过 难关 ,细菌 将 会 产生 一 个 应 急 反 应 ,包括 生产 各 种 RNA 、. 糖 .脂肪 和 蛋白质 在 内 的 几 
乎 全 部 生物 化 学 反应 过 程 均 被 停止 。 实 施 这 一 应 急 反应 的 信号 是 鸟 苷 四 磷酸 (ppGpp) 和 
岛 苷 五 磷酸 (pppGpp), 产 生 这 两 种 物质 的 诱导 物 是 空 载 RNA。 

当 氨 基 酸 饥饿 时 ,细胞 中 便 存 在 大 量 的 不 带 氨 基 酸 的 tRNA, 这 种 空 载 的 tRNA 会 激 
活 焦 磷酸 转移 酶 ,使 ppGpp 大 量 合成 ,其 浓度 可 增加 10 倍 以 上 。ppGpp 的 出 现 会 关闭 许 
多 基因 ,当然 也 会 打开 一 些 合成 氨基 酸 的 基因 ,以 应 付 这 种 紧急 状况 。 关 于 ppGpp 的 作 
用 原理 还 不 大 清楚 ,一 般 认为 RNA 聚合 酶 有 不 同 的 构 型 ,这 些 构象 可 以 识别 不 同 的 启动 
子 区 ,ppGpp 与 RNA 聚合 酶 结合 会 使 它 的 某 些 构象 稳定 下 来 ,从 而 改变 基因 转录 的 效率 。 
也 有 人 认为 基因 转录 起 始 位 点 附近 有 一 些 保守 序列 ,它们 可 能 是 ppGpp 或 有 关 调节 和 蛋白 
的 结合 位 点 。 当 这 些 序列 与 ppGpp 结合 后 ,就 不 能 与 RNA 聚合 酶 相 结 合 , 使 基因 被 关闭 。 
ppGpp 与 pppGpp 的 作用 范围 十 分 广泛 ,它们 不 是 只 影响 一 个 或 几 个 操纵 子 ,而 是 影响 一 
大 批 ,所 以 它们 是 超级 调控 因子 。 


7.2 乳糖 操纵 子 与 负 控 诱导 系统 
操纵 子 学 说 是 关于 原核 生物 基因 结构 及 其 表达 调控 的 学 说 ,由 法 国 巴 斯 德 研究 所 著 
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名 科学 家 Jacob 和 Monod 在 1961 年 首先 提出 ,并 在 10 年 内 经 许多 科学 家 的 补充 和 修正 
得 以 逐步 完善 。 我 们 将 在 本 节 介 绍 建立 这 一 模型 的 研究 过 程 及 实验 依据 ,从 而 帮助 读者 
了 解 原核 生物 基因 表达 调控 的 主要 模式 和 机 制 。 

大 肠 杆 菌 乳 糖 操纵 子 (lactose operon) 包括 3 个 结构 基因 :lacZ、lacY 和 jach ,以 及 启 
动 子 .控制 子 和 阻 遏 子 等 ,如 图 7-6 所 示 。 转 录 时 ,RNA 聚合 酶 首先 与 启动 区 (promoter,P) 
结合 ,通过 操纵 区 (operator,O) 向 右 转 录 。 转 录 从 O 区 中 间 开 始 , 按 lacZ 一 jac7 一 jac4 
方向 进行 ,每 次 转录 出 来 的 一 条 mRNA 上 都 带 有 这 3 个 基因 。 转 录 的 调控 是 在 启动 区 和 
操纵 区 进行 的 。 





5.0X105 5.0X107 3.0x10° 


3 个 结构 基因 各 决定 一 种 酶 :jacZ 编码 p- 半 乳 糖苷 酶 ;ac7 编码 p- 半 乳 糖苷 透 过 酶 ; 
lacA 编码 f- 半 乳 糖苷 乙酰 基 转 移 酶 。 

Bp- 半 乳 糖苷 酶 是 一 种 8- 半 和 乳糖 背 键 的 专 一 性 酶 , 除 能 将 乳糖 水 解 成 葡萄 糖 和 半 乳 
糖 外 ,还 能 水 解 其 他 5- 半 乳 糖苷 (如 苯 基 半 乳 糖苷 )。p- 半 乳 糖苷 透 过 酶 的 作用 是 使 外 
界 的 1- 半 乳 糖苷 (如 乳糖 ) 透 过 大 肠 杆 菌 细胞 壁 和 原生 质 膜 进 入 细胞 内 ,所 以 ,如 果 用 屯 
糖 作为 大 肠 杆 菌 生长 的 唯一 碳 源 和 能 源 ,这 两 种 酶 是 必需 的 。p- 半 乳 糖苷 乙酰 基 转 移 酶 
的 作用 是 把 乙酰 辅酶 A 上 的 乙酰 基 转移 到 8- 半 乳 糖苷 上 ,形成 乙酰 半 乳 糖 , 它 在 乳糖 的 
利用 中 并 非 必需 的 。 


7.2.1 酶 的 诱导 一 /ac 体系 受 调控 的 证 据 


在 不 含 乳糖 及 p- 半 乳 糖苷 的 培养 基 中 ,jac* 基因 型 大 肠 杆菌 细胞 内 5- 半 乳 糖苷 酶 
和 透 过 酶 的 浓度 很 低 , 每 个 细胞 内 只 有 1 ~ 2 个 酶 分 子 。 但 是 ,如 果 在 培养 基 中 加 入 乳糖 ， 
酶 的 浓度 很 快 达到 细胞 总 蛋白 量 的 6% 或 7%, 每 个 细胞 中 可 有 超过 10’ 个 酶 分 子 。 

当 有 乳糖 供应 时 ,在 无 葡萄 糖 培养 基 中 生长 的 jac* 细菌 中 将 同时 合成 8- 半 乳 糖苷 酶 
和 透 过 酶 ,如 图 7-7 所 示 。 进 一 步 用 “P 标记 的 mRNA 与 模板 DNA 进行 定量 分 子 杂交 ， 
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图 7-6 jar 操纵 子 


主要 组 分 分 析 
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外 7-7 lac 体系 的 
“开关 "特性 


图 7-8 三 种 乳糖 
类 似 物 结构 式 
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表明 培养 基 中 加 入 乳糖 1~ 2 min 
1.0 lac mRNA 后 ,编码 p- 半 乳 糖苷 酶 和 透 过 酶 
的 jac mRNA 量 就 迅速 增加 。 去 
和 掉 乳 糖 后 ,lac mRNA 量 立即 下 降 
到 几乎 无 法 检测 到 ,表明 乳糖 确 
实 能 激发 ac mRNA 的 合成 。 
加 入 乳糖 1 min 后 体系 内 就 
t 1 10 ”时间 /min | 出现 jac mRNA, 稍 后 即 产生 pp- 半 
加 入 乳糖 去 掉 乳 业 粮 苷 酶 和 透 过 酶 。 当 移 去 乳糖 之 
后 ,iac mRNA 总 量 立 即 下 降 ,两 种 
酶 活性 却 由 于 蛋白 质 半衰期 较 长 而 在 相当 长 时 期 内 维持 恒定 。 
事实 上 ,研究 诱导 作用 时 很 少 使 用 乳糖 ,因为 培养 基 中 的 乳糖 会 被 诱导 合成 的 1- 半 
乳糖 苷 酶 所 催化 降解 ,从 而 使 其 浓度 不 断 发 生变 化 。 实 验 室 里 常常 使 用 两 种 含 硫 的 乳糖 
类 似 物 一 一 异 两 基 萄 基 半 乳糖 背 (IPTGC) 和 琉 甲 基 半 乳糖 蔡 (TMG)。 另 外 ,在 酶 活性 分 析 
中 常用 发 色 底 物 0- 硝 基 半 和 乳糖 共 (ONPG)。 研 究 发 现 , 它 们 都 是 高 效 诱导 物 几 7%, 因 为 
它们 都 不 是 半 乳 糖苷 酶 的 底 物 ,所 以 又 称 为 安慰 性 诱导 物 (gratuitous inducer)。 






lac mRNA 或 B- 半 乳糖 芽 酶 
和 透 过 酶 量 的 变化 相对 单位 

















HOCH, cH, HOCH, CH,OH 
HO Ss-C-H HO S-CH， HO O 
CH 
H H H H H H NO, 
OH H oH H OH 
异 再 基 统 基 半 乳糖 苍 (IPTG) 琉 甲 基 半 驰 糖 背 (TMG) O- 硝 基 半 乳糖 将 (ONPG) 





为 了 证 实 诱导 物 的 作用 是 诱导 新 酶 合成 ,而 不 是 将 已 存在 于 细胞 中 的 酶 前 体 转化 成 
有 活性 的 酶 ,科学 家 设计 了 同位 素 示 踪 实验 。 他 们 把 大 肠 杆 菌 细胞 放 在 加 有 放射 性 xs 标 
记 的 氨基 酸 但 没有 任何 半 乳 糖苷 诱导 物 的 培养 基 中 繁殖 几 代 , 然 后 再 将 这 些 带 有 放射 活 
性 的 细菌 转移 到 不 含 “S 无 放射 性 的 培养 基 中 , 随 着 培养 基 中 诱导 物 的 加 入 ,6- 半 乳 糖 
背 酶 便 开始 合成 。 分 离 纯化 1- 半 乳 糖苷 酶 ,发 现 这 种 酶 无 "S 标记 ,说 明 酶 的 合成 不 是 
由 前 体 转化 而 来 的 ,而 是 加 入 诱导 物 后 新 合成 的 。 


7.2.2 ”操纵 子 模型 及 其 影响 因子 


1961 ,年 Jacob 和 Monod 发 表 jac 操纵 子 负 控 诱 导 模 式 时 ,生物 恰 反 应 之 强烈 ,可 与 
Watson 和 Crick 在 1953 年 发 表 DNA 双 螺 旋 模 型 相 媲 美 。 他 们 还 根据 基因 调控 模式 预言 
了 mRNA 的 存在 ,直接 导致 了 后 者 的 发 现 ,启动 了 对 于 氨基 酸 密码 子 的 实验 研究 并 使 整 
个 分 子 遗 传 学 体系 得 以 迅速 建成 和 完善 。 
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Jacob 和 Monod 认为 诱导 酶 (他 们 当时 称 为 适应 酶 ) 现象 是 个 基因 调控 问题 ,而 且 可 
以 用 实验 方法 进行 研究 ,他 们 通过 大 量 实验 及 分 析 , 加 上 后 人 的 研究 成 果 , 乳 糖 操纵 子 的 
控制 模型 已 经 被 人 们 广泛 接受 ' 外 7%), 其 主要 内 容 如 下 : 

(1) jacZ jacy .jac4 基因 的 产物 由 同一 条 多 顺 反 子 的 mRNA 分 子 所 编码 。 

(2) 该 mRNA 分 子 的 启动 区 (P) 位 于 阻 遏 基因 (jar) 与 操纵 区 (O) 之 间 , 不 能 单独 起 
始 半 乳 糖苷 酶 和 透 过 酶 基因 的 高 效 表达 。 

(3) 操纵 区 是 DNA 上 的 一 小 段 序列 ( 仅 为 26 bp), 是 阻 过 物 的 结合 位 点 。 

(4) 当 阻 遏 物 与 操纵 区 相 结合 时 ,jac mRNA 的 转录 起 始 受到 抑制 。 

(5) 诱导 物 通过 与 阻 过 物 结合 ,改变 它 的 三 维 构象 ,使 之 不 能 与 操纵 区 相 结合 ,从 而 激 
发 jac mRNA 的 合成 。 这 就 是 说 ,有 诱导 物 存在 时 ,操纵 区 没有 被 阻 巡 物 占据 ,所 以 启动 
子 能 够 顺利 起 始 mRNA 的 转录 。 

这 一 简单 模型 解释 了 jac 体系 及 其 他 负 控 诱导 系统 ,我 们 会 在 以 后 发 现 这 种 解释 并 
不 是 完善 的 ,因为 乳糖 操纵 子 中 同样 也 存在 着 正 调控 。 








无 诱导 物 , 结构 基因 不 表达 


\ 阻 过 物 四 聚 体 


无 活性 的 阻 过 物 
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7.2 乳糖 操纵 了 与 负 控 诱导 系统 


图 7-9 jue 操纵 子 
的 调控 模型 
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图 7-10 培养 基 中 
有 无 诱导 物 对 jar 
mRNA 及 p- 半 乳 杭 
芹 酶 活性 的 影响 
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1. jac 操纵 子 的 本 底 水 平 表 达 

有 两 个 矛盾 是 操纵 子 理论 所 不 能 解释 的 。 首 先 ,诱导 物 需 要 穿 过 细胞 膜 才能 与 阻 过 
物 结合 ,而 转运 诱导 物 需 要 透 过 酶 ,后 者 的 合成 又 需要 诱导 。 这 样 我 们 必须 解释 第 一 个 诱 
导 物 是 如 何 达 到 细胞 内 的 。 只 有 两 种 可 能 ,或 者 一 些 诱导 物 可 以 在 透 过 酶 不 存在 时 进入 
细胞 ,或 者 一 些 透 过 酶 可 以 在 没有 诱导 物 的 情况 下 合成 .研究 表明 ,第 二 种 解释 是 正确 的 。 

其 次 ,人 们 发 现 乳 糖 (葡萄 精 -1,4- 半 乳 糖 ) 并 不 与 阻 过 物 相 结合 ,真正 的 诱导 物 是 
乳糖 的 异 构 体 一 一 异 构 乳 糖 (葡萄 糖 -1,6- 半 乳 糖 ), 而 后 者 是 在 1- 半 乳 糖苷 酶 的 催化 下 
由 乳糖 形成 的 ,因此 ,乳糖 诱导 p- 半 乳 糖苷 酶 的 合成 需要 有 pb- 半 乳 糖苷 酶 的 预先 存在 。 
对 这 一 现象 的 解释 同样 是 :在 非 诱导 状态 下 有 少量 的 /ac mRNA 合成 (每 个 世代 中 有 1 ~ 5 
个 mRNA 分 子 ), 这 种 合成 被 称 之 为 本 底 水 平 的 组 成 型 合成 (background level constitutive 
synthesis)。 由 于 阻 遏 物 的 结合 并 不 是 绝对 紧密 的 ,即使 在 它 与 操纵 基因 紧密 结合 时 ,也 会 
偶尔 掉 下 来 ;这 时 启动 子 的 障碍 被 解除 ,RNA 聚合 酶 开始 转录 。 这 种 现象 以 每 个 细胞 周 
期 1~2 次 的 概率 发 生 。 

2. 大 肠 杆菌 对 乳糖 的 反应 

假设 细菌 生长 在 以 甘油 为 碳 源 
的 培养 基 中 ,按照 lac 操纵 子 本 底 水 
平 的 表达 ,每 个 细胞 内 可 有 几 个 分 子 
的 8- 半 乳 糖苷 酶 和 乳糖 透 过 酶 。 现 
在 加 入 乳糖 ,在 单个 透 过 酶 分 子 作 用 
下 ,少量 乳糖 分 子 进入 细胞 ,又 在 单 
个 Bp- 半 乳糖 芽 酶 分 子 的 作用 下 转 
变 成 异 构 乳 糖 。 某 个 异 构 乳 糖 与 结 
合 在 操纵 区 上 的 阻 过 物 相 结合 并 使 
后 者 失 活 而 离开 操纵 区 ,开始 了 lac 
mRNA 的 生物 合成 。 这 些 mRNA 分 

0 2 4 6 8 10 12 时 间 /min 子 编码 了 大 量 的 p- 半 乳 糖苷 酶 和 

乳糖 透 过 酶 ,其 结果 导致 乳糖 大 量 
| | 涌 和 人 细胞 。 多 数 乳 糖 被 降解 成 为 葡 

i 所 并 萄 糖 和 半 和 乳糖 ,但 还 有 许多 乳糖 被 
转变 成 异 构 乳 糖 ,然后 与 细胞 内 的 
阻 过 物 结合 (虽然 合成 速率 低 ,但 是 
阻 过 物 仍 继续 合成 ,因此 必须 有 足 
够 的 异 构 乳糖 才能 使 细胞 维持 去 阻 
次 状态 ), 阻 遏 物 的 失 活 促使 mRNA 
高 速 合成 ,进一步 提高 了 透 过 酶 和 
= 有 - 半 乳 糖苷 酶 的 浓度 (四 7 0。 降解 





加 诱导 物 去 掉 诱 导 物 






诱导 后 的 水 平 





诱导 后 的 水 平 


本 底 水 平 
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产生 的 葡萄 糖 被 细胞 用 做 碳 源 和 能 源 ,降解 产生 的 半 乳 楼 则 被 另 一 套 酶 体系 转变 成 葡萄 
糖 ,这 些 酶 的 合成 也 是 可 诱导 的 。 

一 旦 培养 基 和 细胞 中 的 所 有 乳糖 都 被 消耗 完毕 ,由 于 阻 过 物 仍 在 不 断 地 被 合成 ,有 活 
性 的 阻 现 物 浓度 将 超过 异 构 乳糖 的 浓度 ,使 细胞 重新 建立 起 阻 遏 状态 ,导致 lac mRNA 合 
成 被 抑制 ,在 细菌 中 ,多 数 mRNA 的 半衰期 只 有 几 分 钟 ,所 以 在 不 到 一 个 世代 的 生长 期 内 ， 
lac mRNA 几乎 从 细胞 内 消失 。p- 半 乳 糖苷 酶 及 透 过 酶 的 合成 也 趋向 停止 ,这 些 蛋 白质 
虽然 很 稳定 ,但 其 浓度 随 着 细胞 的 分 裂 而 不 断 被 稀释 。 值 得 注意 的 是 ,如 果 在 原 有 的 乳糖 
被 撤去 之 后 的 一 个 世代 中 再 加 入 乳糖 ,这 时 乳糖 可 以 立即 开始 降解 ,因为 此 时 细胞 内 仍 有 
一 定 浓度 的 透 过 酶 和 p- 半 乳 糖苷 酶 。 

3. 阻 遏 物 Jlac/ 基因 产物 及 功能 

现 已 查 明 ,jac 操纵 子 阻 遏 物 mRNA 是 在 弱 启动 子 控制 下 组 成 型 合成 的 。 编 码 的 阻 
过 蛋白 Lacl 的 N 端 是 HTH (helix-turn-helix)DNA 结合 结构 域 ,中 间 是 两 个 相似 的 核心 结 
构 域 ,可 以 和 诱导 物 结合 。C 端 是 一 个 a 螺旋 ,参与 阻 过 蛋白 的 聚合 。 阻 过 蛋白 单 体 通过 
中 间 核 心 结构 域 的 相互 作用 形成 二 聚 体 ,两 个 二 聚 体 进一步 通过 C 端的 a 螺旋 聚合 形成 
四 聚 体形 式 的 阻 遏 物 。 当 细胞 中 不 存在 诱导 物 ( 异 构 乳 糖 ) 时 , 阻 遏 物 通过 二 聚 体 的 两 个 
HTH 结构 域 特异 性 地 结合 在 jac 操纵 区 中 一 段 21 bp 的 DNA 序列 上 ,阻止 RNA 聚合 酶 
与 jac 操纵 子 启动 子 区 的 结合 ,抑制 ac mRNA 的 转录 。 一 旦 细胞 中 乳糖 水 平 提高 , 异 构 
乳糖 数量 增加 ,有 效 结合 到 阻 过 蛋白 的 核心 结构 域 ,引起 阻 过 蛋白 的 构象 改变 ,与 DNA 结 
合 的 特异 性 降低 , 阻 过 蛋白 不 再 特异 性 结合 jac 操纵 区 而 是 随机 与 DNA 的 任意 区 域 相 结 
合 。lac 操纵 子 的 转录 起 始 区 暴露 并 被 RNA 聚合 酶 结合 ,激活 lac mRNA 的 转录 。 而 当 乳 
糖 耗 尽 , 诱 导 物 异 构 乳 糖 减 少 ,失去 诱导 物 的 阻 过 蛋白 会 重新 特异 性 结合 jac 操纵 区 , 阻 
止 基 因 转 录 和 "11。 

当 Jacl 基因 由 弱 启 动 子 突变 成 强 启动 子 ,细胞 内 就 不 可 能 产生 足够 的 诱导 物 来 克服 
阻 遏 状态 ,整个 Jac 操纵 子 在 这 些 突变 体 中 就 不 可 诱导 。 





lacl 单 体 结构 





无 诱导 物 ，lacl 特 有 诱导 物 ，lacl 
Be 革 结 合 iac 操 纵 区 离开 /ac 操纵 区 
核心 结构 域 一 
C 油 a 螺旋 结构 域 一 
诱 物 效 lac 操 纵 区 
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| 外 7-12 葡萄 术 抑 
制 了 jae 操纵 于 其 
因 的 表达 
当 葡萄 糖 和 乳 梢 同时 
存在 于 培养 基 中 时 ,Ac 
启动 子 表达 受阻 , 没 
有 B- 半 乳糖 疹 酶 活 
性 ; 当 葡 萄 糖 消耗 完 以 
后 (图 中 箭头 处 ), 细 胞 
内 cAMP 浓度 增加 ,5- 
半 乳 糖苷 酶 活性 增加 ， 
- 度 停止 生长 的 细胞 
又 恢复 分 裂 。 


图 7-13 33,S-eAMP 
的 化 学 结构 式 
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4. 葡萄 糖 对 jac 操纵 子 的 影响 

Pp- 半 乳 糖苷 酶 在 乳糖 代谢 中 的 作用 
是 把 前 者 分 解 成 葡萄 糖 及 半 乳 糖 ( 半 乳 
糖 将 在 gal 操纵 子 的 作用 下 再 转化 成 区 
萄 糖 )。 如 果 将 葡萄 糖 和 乳糖 同时 加 入 培 
养 基 中 ,大 肠 杆菌 在 耗 尽 外 源 葡萄 糖 之 
前 不 会 诱发 Jac 操纵 子 时 3。 研究 发 
现 ,葡萄 糖 对 jac 操纵 子 表达 的 抑制 是 间 
接 的 。 例 如 ,有 一 个 大 肠 杆 菌 突变 体 , 它 
在 糖 酵 解 途径 中 不 能 将 6- 磷酸 葡萄 糖 
转化 为 下 一 步 代谢 中 间 物 ,这 些 细菌 的 
lac 基因 能 在 葡萄 糖 存在 时 被 诱导 合成 。 所 以 ,我 们 说 不 是 葡萄 糖 而 是 它 的 某 些 降解 产 
物 抑 制 lac mRNA 的 合成 ,科学 上 把 葡萄 糖 的 这 种 效应 称 之 为 代谢 物 阻 过 效应 (catabolite 


repression)。 


细胞 总 数 /相对 单位 


B- 半 乳糖 作 栈 活 牢 (UmL”') 





5. cAMP 与 代谢 物 激活 蛋白 

广泛 存在 于 动 ,植物 组 织 中 的 cAMP' 扑 709) 是 在 腺 苷 酸 
环 化 酶 的 作用 下 由 ATP 转变 而 来 的 ,在 真 核 生 物 的 激素 调节 
过 程 中 起 着 重要 作用 。 在 大 肠 杆菌 中 ,cAMP 的 浓度 受到 葡 
萄 糖 代谢 的 调节 。 如 果 将 细菌 放 在 缺乏 碳 源 的 培养 基 中 培 
养 , 细 胞 内 cAMP 浓度 就 高 ;如 果 在 含 葡萄 糖 的 培养 基 中 培 
养 ,cAMP 的 浓度 就 低 ; 如 果 培 养 基 中 只 有 甘油 或 乳糖 等 不 进 
行 糖 酵 解 途径 的 碳 源 ,cAMP 的 浓度 也 会 很 高 ,因此 推测 糖 酵 
解 途径 中 位 于 6- 磷酸 葡萄 糖 与 甘油 之 间 的 某 些 代谢 产物 是 
腺 苷 酸 环 化 酶 活性 的 抑制 剂 。 

大 肠 杆 菌 中 的 代谢 物 激活 蛋白 (catabolite activator protein,CAP), 能 结合 cAMP, 又 
被 称 为 环 腺 苷 酸 受 体 蛋 白 (cAMP receptor protein,CRP), 由 Cm 基因 编码 。CRP 和 cAMP 
都 是 合成 ac mRNA 所 必需 的 , 凡 Cm 及 腺 苷 酸 环 化 酶 基因 突变 的 细菌 都 不 能 合成 jac 
mRNA。CRP 蛋白 之 间 通 过 相互 作用 形成 二 聚 体 ,每 个 CRP 蛋 白 可 以 结合 一 个 cAMP 分 子 ， 
只 有 当 cAMP 装配 到 CRP 蛋白 上 使 CRP 二 聚 体 的 构象 改变 ,cAMP-CRP 复合 物 才 能 特异 
地 结合 到 DNA 上 的 CAP 位 点 (CAP site)。/lac 操纵 子 上 的 CAP 位 点 位 于 转录 起 始 位 点 上 
游 约 60 bp 处 ,紧邻 RNA 聚 合 酶 所 结合 的 启动 子 区 -RNA 聚合 酶 a 亚 基 的 C 端 结构 域 aCTD) 
可 以 结合 CAP 位 点 ,并 与 CAP 位 点 附近 的 DNA 结合 。 通 过 与 aCTD 的 相互 作用 ,cAMP- 
CRP 复合 物 帮 助 RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 区域 , 激 活 lac mRNA 的 转录 /四 7-13)。 因 为 Cm 
基因 和 环 化 酶 基因 的 突变 细菌 即使 同时 也 是 矿 或 0 突变 ,都 不 能 合成 出 jac mRNA ,一 般 
认为 cAMP-CRP 是 一 个 不 同 于 阻 遏 体系 的 正 调控 因子 ,而 jac 操纵 子 的 功能 是 在 这 两 个 
相互 独立 的 调控 体系 作用 下 实现 的 。CAP 不 仅 参与 了 lac 基因 的 表达 调控 ,还 参与 了 大 
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肠 杆 菌 中 其 他 基因 的 表达 调控 。 图 7-15 显示 了 存在 于 gal、lac 和 ara 三 个 操纵 子 上 游 启 
动 子 区 的 cAMP-CRP 结合 位 点 的 相对 位 置 。 


CAMP cAMP 

















on NSNCNONRAONCNON 
| 启动 子 区 
| CRP 结 合 位 点 


此 外 , 半 和 乳糖 ,麦芽糖 阿 拉 伯 糖 、 山 梨 醇 等 在 降解 过 程 中 均 转 化 生成 葡萄 糖 或 糖 酵 解 
途径 中 的 其 他 中 间 产 物 , 所 以 ,这 些 糖 代谢 中 有 关 的 酶 都 是 由 可 诱导 的 操纵 子 控制 的 。 只 
要 有 葡萄 糖 存在 ,这 些 操 纵 子 就 不 表达 ,被 称 为 降解 物 敏感 型 操纵 子 (catabolite sensitive 
operon), 实 验证 明 这 些 操纵 子 都 是 由 cAMP-CRP 调节 的 。 对 大 量 操纵 子 启 动 区 的 研究 表 
明 ,cAMP-CRP 结合 位 点 存在 序列 特异 性 "1"。 





图 7-14 cAMP-CRP 
复合 物 激活 /ae 拌 
纵 子 


疼 7-15$ eal,jar 和 


ara 操纵 子 上 游 启动 


区 与 (RP-rAMP 
结合 位 点 的 相对 位 
绽 分 析 





@) CRP 位 点 





RNA 系 全 的 信人 5A 信人 个 一 YY mRNA 


厂 | 
DNAS’ se ie 


-35 区 -10 区 柑 维 于 区 


{b) 
jac 巾 动 子 区 


"arnrr BN ES 








图 7-16 大 肠 杆 菌 jae 操纵 子 局 动 区 ecAMP-CRDP 及 -35 区 .-10 区 序列 分 本 
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疼 7-17 cAMP-CRP 
与 上 游 DNA 结合 后 
造成 模板 DNA 灌 对 
称 序列 中 央 发 生子 
大 于 90" 的 夸 曲 


图 7-18 不 同 操纵 
于 启动 区 及 0 区 相 
对 位 置 比较 
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cAMP-CRP 复合 物 与 启动 子 区 的 结合 

对 称 序列 中 央 是 lac mRNA 合成 起 始 所 必需 的 ,因为 这 个 

复合 物 结合 于 启动 子 上 游 ,能 使 DNA 双 螺 

ey 旋 发 生 弯曲 ,有 利于 形成 稳定 的 开放 型 启动 

人 =“ 子 -RNA 诊 合 酶 结构 外 17。 而 阻 过 物 则 

GC “让 是 一 个 抗 解 链 蛋白 (antimelting protein), 阻 

ee sr --” | 止 形成 开放 结构 ,从 而 抑制 RNA 聚合 酶 的 
SR 功能 。 








7.2.3 jac 操纵 子 DNA 的 调控 区 域 一 一 P.O 区 


已 经 分 离 得 到 含有 /ac 操纵 子 的 DNA 片段 ,发 现 P 区 ( 即 启 动 子 区 ) 一 般 是 从 jac/ 基 
因 结 束 到 mRNA 转录 起 始 位 点 下 游 5 ~ 10 bp, 而 O 区 ( 即 阻 遏 物 结合 区 ) 位 于 -7 ~ +28 位 ， 
该 区 的 碱 基 序 列 有 对 称 性 ,其 对 称 轴 在 +11 位 碱 基 对 。 图 7-18 分 别 列举 了 gal .aro 厅 rp、 
trpR 和 jac 五 个 操纵 子 中 PP 区 及 0 区 的 相对 位 置 。 实 验 表明 , 阻 遏 物 与 0 区 的 结合 影响 
了 RNA 聚合 酶 与 启动 区 结合 形成 转录 起 始 复合 物 的 效率 。 
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7.2.4 ”lac 操纵 子 中 的 其 他 问题 


1. jac4 基因 及 其 生理 功能 

lacA 基因 存在 于 lac 操纵 子 中 ,编码 了 1- 半 乳 糖苷 乙酰 基 转移 酶 。 虽 然 乳 糖 本 身 不 能 
被 乙酰 化 ,但 这 个 酶 能 够 把 乙酰 基 从 供 体 上 转移 到 半 乳 糖苷 分 子 上 ,这 具有 什么 生理 意义 呢 ? 

自然 界 中 存在 着 许多 种 能 被 p- 半 乳 糖苷 酶 降解 的 半 乳 糖苷 分 子 ,它们 的 分 解 产物 往 


第 7 章 原核 基因 表达 调控 


往 不 能 被 进一步 代谢 ,很 容易 在 体内 积累 。 这 是 非常 有 害 的 ,因为 不 少 半 乳糖 苷 衍生 物 在 
高 浓度 时 是 细胞 正常 生长 的 抑制 物 。 研 究 发 现 , 当 有 IPTG 存在 时 ,TO'4- 大 肠 杆菌 的 生 
长 速度 显著 慢 于 相应 的 jac4 7 株 系 ,两 组 细胞 的 差异 仅仅 在 于 后 者 能 将 IPTG 乙酰 化 ,而 
乙酰 化 的 IPTG 不 能 被 8- 半 乳糖 芽 酶 所 分 解 。 所 以 ,1acA4 基因 虽然 不 在 乳糖 降解 中 起 作用 ， 
但 它 抑制 了 p- 半 乳 糖苷 酶 产物 的 有 害 性 衍生 物 在 细胞 内 积累 ,在 生物 进化 中 是 有 意义 的 。 

2. jac 基因 产物 数量 上 的 比较 

在 一 个 完全 被 诱导 的 细胞 中 ,p- 半 乳 糖苷 酶 . 透 过 酶 及 乙酰 基 转 移 酶 的 拷贝 数 比 例 
为 1 : 0.5 : 0.2。 作 为 数 百 万 年 进化 演变 的 结果 ,这 个 比例 在 一 定 程度 上 反映 了 以 p- 半 
乳糖 苷 作为 唯一 碳 源 时 细胞 的 需要 。 不 同 的 酶 在 数量 上 的 差异 是 由 于 在 翻译 水 平 上 受到 
调节 所 致 。 这 种 调节 有 以 下 两 种 方式 : 

(1) lac mRNA 可 能 与 翻译 过 程 中 的 核糖 体 相 脱离 ,从 而 终止 蛋白 质 链 的 翻译 。 这 种 
现象 发 生 的 频率 取决 于 每 一 个 后 续 的 AUG 密码 子 再 度 起 始 翻译 的 概率 。 因 此 ,就 存在 着 
一 个 从 mRNA 的 $' 末端 到 3' 末端 的 蛋白 质 合成 梯度 。 对 于 大 多 数 多 顺 反 子 mRNA 分 子 
来 说 ,这 种 现象 具有 普遍 性 。 

(2) 在 lac mRNA 分 子 内 部 ,Lac4 基因 比 jacZ 基因 更 易 受 内 切 酶 作用 发 生 降解 ,因此 ,在 
任何 时 候 lacZ 基因 的 完整 拷贝 数 要 比 lac4 基因 多 。 事 实 上 ,对 于 某 个 活跃 表达 的 多 顺 反 子 
操纵 子 , 该 mRNA 所 编码 的 各 种 蛋白 质 的 相对 浓度 都 由 每 一 个 顺 反 子 的 翻译 频率 所 决定 。 

3. 操纵 子 的 融合 与 基因 工程 

操纵 子 在 自然 条 件 下 可 能 发 生 融 合 ,典型 的 例子 是 jac 操纵 子 与 负责 嘎 叭 合成 的 pur 
操纵 子 的 偶 联 。 尽 管 pur 操纵 子 以 完全 不 同 于 jac 操纵 子 的 方式 进行 调节 ,但 它 在 染色 体 
上 位 于 ac 操纵 子 沿 转录 方向 的 下 游 ,中 间 只 隔 了 一 个 控制 细胞 对 T6 噬菌体 敏感 性 的 tsx 
洽 因 。 科 学 家 从 tsxZ' 细胞 中 分 离 到 tsx"Z 突变 体 ,研究 该 突变 体 的 DNA 序列 ,发 现 它 缺 
失 了 从 Jac 操纵 子 的 jac2 基因 开始 ,包括 整个 lsx 基因 以 及 pur 操纵 基因 和 pur 启动 子 的 
一 部 分 。 这 一 突变 使 ac2 基因 缺失 终止 序列 , 当 转 录 作用 从 lac 启动 子 处 开始 后 ,就 合成 
出 由 一 部 分 jacZ 基因 编码 区 和 整个 pur 基因 转录 生成 的 mRNA 分 子 。 因此 ,在 这 个 体系 中 ， 
pur 操纵 子 被 “嫁接 " 到 jac 启动 子 上 ,形成 融合 基因 。 这 一 现象 给 了 生物 学 家 以 很 大 的 启 
发 ,因为 Jac 启动 子 是 一 个 很 强 的 启动 子 ,通过 它 可 以 使 较 弱 启动 子 的 转录 增强 ,从 而 增加 
蛋白 质 的 合成 量 。 到 目前 为 止 ,基因 融合 技术 已 经 成 为 基因 工程 操作 中 应 用 最 广泛 的 技术 。 
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由 于 tp 体系 参与 生物 合成 而 不 是 降解 , 它 不 受 葡萄 糖 或 cAMP-CRP 的 调控 。 色 和 氨 
酸 的 合成 主要 分 5 步 完 成 ,有 7 个 基因 参与 整个 合成 过 程 凡 7。trpE 和 trpG 编码 邻 氨 
基 苯 甲酸 合 酶 ,apD 编码 邻 氨基 茶 甲 酸 磷酸 核糖 转移 酶 ,irpF 编码 异 构 酶 ,trpC 编码 电 | 喉 
甘油 磷酸 合 酶 ,up4 和 trpB 则 分 别 编码 色 氨 酸 合 酶 的 和 B 亚 基 。 研 究 发 现 ,在 大 肠 杆 
菌 等 许多 细菌 中 ,trpE 和 tmC 融合 成 一 个 功能 基因 ,zpC 和 trpB 也 融合 成 一 个 基因 , 产 
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图 7-19 细菌 中 色 
氮 酸 生物 合成 途径 
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生 具 有 双重 功能 的 蛋白 质 。 除 上 述 7 个 基因 之 外 ,细菌 中 还 有 pab4 、pabB 基因 分 别 编码 
ADC 合 酶 的 两 个 亚 基 ,papC 基因 编码 ADC 裂解 酶 ,wbiC 基因 编码 分 枝 酸 裂解 酶 ,entC 基 
因 编 码 异 构 分 枝 酸 合 酶 外 "20, 这 些 基因 产物 都 在 不 同 程度 上 参与 了 分 枝 酸 代谢 ,与 色 氨 


酸 合成 有 一 定 关 系 。 
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分 枝 酸 
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图 7-20 组 菌 中 参 
与 分 枝 酸 代谢 的 
NH， 邻 氨 基 共 甲酸 合 了 本 芝 璇 系统 

(包括 ADIC 合 酶 和 ADIC 裂 解 栈 ) 
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tmpE 基因 是 第 一 个 被 翻译 的 基因 ,和 wrpE 紧邻 的 是 启动 子 区 和 操纵 区 。 另 外 ,前 
导 区 和 弱化 子 区 分 别 定名 为 irpL 和 trpa (不 是 tp4)。 ump 操纵 子 中 产生 阻 遏 物 的 基因 是 
trpR ,该 基因 距 trp 基因 簇 很 远 。 后 者 位 于 大 肠 杆菌 染色 体 图 上 25 min 处 ,而 前 者 则 位 于 
90 min 处 。 在 位 于 65 min 处 还 有 一 个 irpS ( 色 和 氨 酸 tRNA 合成 酶 基因 ), 它 与 携带 有 色 氨 
酸 的 tRNA™ 共同 参与 up 操纵 子 的 调控 作用 ?1 1，lrp 操纵 子 的 转录 调控 包括 阻 过 系 
统 和 弱化 系统 ,下 面 分 别 予以 介绍 。 








间 隐 区 图 7-21 大 肠 杆菌 
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7.3.1 _ trp 操纵 子 的 阻 殉 系统 


tmpR 基因 突变 常 引 起 up mRNA 的 组 成 型 合成 ,该 基因 产物 因此 被 称 为 辅 阻 遏 蛋 白 
(aporepressor)。 除 非 培养 基 中 有 色 氨 酸 ,否则 这 个 辅 阻 过 蛋 白 不 会 与 操纵 区 结合 。 辅 阻 
过 蛋白 与 色 氨 酸 相 结合 形成 有 活性 的 阻 遏 物 ,与 操纵 区 外 7 -22 结合 并 关闭 tmp mRNA 转录 。 

研究 发 现 ,这 个 系统 中 的 效应 物 分 子 是 色 氨 酸 ,是 由 tp 操纵 子 所 编码 的 生物 合成 途 
径 的 末端 终 产 物 。 当 培养 基 中 色 氢 酸 含量 较 高 时 , 它 与 游离 的 辅 阻 过 蛋白 相 结合 ,并 使 之 
与 操纵 区 DNA 紧密 结合 ; 当 培 养 基 中 色 氨 酸 供应 不 足 时 , 辅 阻 过 物 失去 色 氨 酸 并 从 操纵 


区 上 解 离 ,trp 操纵 子 去 阻 歇 。 








-一 -一 RNA 聚 合 酶 结合 位 点 一 一 一 村 


-50 -40 -30 -20 -10 + +10 
GCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAA 
CGTTTATAAGACTTTACTCGACAAC TGTTAATTAGTAGCTTGATCAATTGATCATGCGTTCAAGTGCATTTTT 


mRNA 合成 起 始 
上 一 -一 失 从 了 区 一 一 | 


有 af- 一 











图 7-22 wp 操纵 区 DNA 序列 特征 
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7.3.2 ”弱化 子 与 前 导 肽 
1. 弱化 子 


随 着 对 色 氨 酸 操纵 子 的 深入 研究 ,发 现 有 些 现象 与 以 阻 遏 作为 唯一 调节 机 制 的 观点 
不 一 致 ,例如 ,在 色 氨 酸 高 浓度 和 低 浓度 下 观察 到 zm 操纵 子 的 表达 水 平 相差 约 600 倍 , 然 
而 阻 遏 作用 仅 使 转录 降低 70 倍 。 此 外 ,使 阻 遏 物 失 活 突 变 不 能 完全 消除 色 氨 酸 对 trp 操 
纵 子 表达 的 影响 。 显 然 ,xmp 操纵 子 的 这 种 调控 与 阻 巡 物 的 控制 无 关 , 必然 还 有 其 他 调控 
机 制 。 通 过 缺失 突变 株 的 研究 发 现 ,这 种 调控 机 制 就 是 弱化 作用 (attenuation)。 事 实 上 ， 
阻 过 -操纵 机 制 对 色 氨 酸 来 说 只 是 一 个 一 级 开关 ,主管 转录 是 否 启动 ,相当 于 trp 操纵 子 
的 粗 调 开关 。tzm 操纵 子 中 对 应 于 色 氨 酸 生 物 合 成 的 还 有 另 一 个 系统 进行 细 调 控 并 决定 
已 经 启动 的 转录 是 否 继续 下 去 。 在 这 个 系统 中 , 酶 的 浓度 根据 氨基 酸 浓度 的 变化 而 受到 
调节 。 这 个 细微 调控 是 通过 转录 达到 第 一 个 结构 基因 之 前 的 过 早 终止 来 实现 的 ,细胞 中 


色 氨 酸 的 浓度 是 实现 过 早 终止 的 根本 原因 。 


在 trp mRNA 5' 端 trpE 基因 的 起 始 密 码 前 有 一 个 长 162 bp 的 mRNA 片段 被 称 为 前 
导 区 ,其 中 123 ~ 150 位 碱 基 序 列 如 果 缺 失 ,trp 基因 表达 可 提高 6~ 10 倍 ,而 且 无 论 是 在 
阻 遏 细胞 内 还 是 在 永久 性 突变 的 细胞 内 都 是 这 样 。 研 究 发 现 , 当 mRNA 合成 起 始 以 后 ， 
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除非 培养 基 中 完全 没有 色 氨 酸 ,转录 图 7-23 om 弱化 地 
总 是 在 这 个 区 域 终止 ,产生 一 个 仅 : : ; NADIE 

有 140 个 核 苷 酸 的 RNA 分 子 ,终止 
tp 基因 转录 ,这 就 是 +123 ~ +150 区 
序列 缺失 会 提高 im 基因 表达 的 原 
因 。 因 为 转录 终止 发 生 在 这 一 区 域 ， 
并 且 这 种 终止 是 被 调节 的 ,这 个 区 域 
就 被 称 为 弱化 子 。 研 究 引起 终止 的 











mRNA 碱 基 序列 由 23), 发 现 该 区 
mRNA 通过 自我 配对 可 以 形成 茎 - 环 结 构 , 有 典型 的 终止 子 特 点 。 
2. 前 导 肽 


各 种 实验 表明 衰减 作用 需要 负载 :RNA 参与 ,这 意味 着 前 导 序 列 的 某 些 部 分 被 翻 
译 了 。 分 析 前 导 序 列 发 现 , 它 包 括 起 始 密码 子 AUG 和 终止 密码 子 UGA; 如 果 翻 译 起 始 于 
AUG ,应 该 产生 一 个 含有 14 个 氨基 酸 的 多 肽 。 这 个 假设 的 多 肽 (还 未 实际 观察 到 ) 被 称 为 
前 导 肽 。 有 证 据 表 明 事实 上 可 能 存在 这 个 多 肽 ,因为 在 该 AUG 位 点 $ 上 游 端 有 一 个 核 
糖 体 结合 位 点 ,而 前 导 肽 编码 区 与 trpE 基因 5' 端 融合 可 产生 一 种 融合 蛋白 质 ,该 蛋白 质 
具有 与 前 导 肽 同样 的 N 末端 序列 。 

前 导 序 列 具 有 一 个 非常 有 意义 的 特点 ,在 其 第 10 和 第 11 位 上 有 相 邻 的 两 个 色 氮 酸 
密码 子 。 这 一 点 很 重要 ,因为 组 氨 酸 操纵 子 中 ,也 具有 弱化 子 , 也 具有 一 个 类 似 的 能 编码 
前 导 肽 的 碱 基 序列 ,此 序列 中 含有 7 个 相 邻 的 组 氨 酸 密码 子 。 葵 丙 氨 酸 操纵 子 中 同样 存 
在 弱化 子 结构 ,其 前 导 序 列 中 也 有 7 个 茶 丙 氨 酸 密码 子 。 这 些 密 码 子 参与 了 trp 及 其 他 操 
纵 子 中 的 转录 弱化 机 制 。 

3. mRNA 前 导 区 的 序列 分 析 

tm 前 导 区 的 碱 基 序列 已 经 全 部 测定 , 引 人 注 目的 是 其 中 4 个 分 别 以 1.2.3 和 4 表示 
的 片段 能 以 两 种 不 同 的 方式 进行 碱 基 配 对 出 7-24), 有 时 以 1-2 和 3-4 配对 ,有 时 只 以 2-3 
方式 互补 配对 。RNaseT1 降解 实验 (此 酶 不 能 水 解 配对 的 RNA) 表 明 , 纯 化 的 rp 前 导 序 
列 中 确 有 1-2 和 3-4 的 配对 方式 ,由 此 定位 的 3-4 配对 区 正好 位 于 终止 密码 子 的 识别 区 ， 
当 这 个 区 域 发 生 破 坏 自 我 配对 的 碱 基 突 变 时 有 利于 转录 的 继续 进行 四"25)。 

4. 转录 的 弱化 作用 

转录 的 弱化 作用 理论 认为 mRNA 转录 的 终止 是 通过 前 导 肽 基因 的 翻译 来 调节 的 。 
因为 在 前 导 肽 基因 中 有 两 个 相 邻 的 色 氨 酸 密码 子 , 所 以 这 个 前 导 肽 的 翻译 必定 对 tRNA™ 
的 浓度 敏感 。 当 培养 基 中 色 氨 酸 的 浓度 很 低 时 ,负载 有 色 氨 酸 的 tRNA 也 就 少 ,这 样 翻 
译 通过 两 个 相 邻 色 氨 酸 密码 子 的 速度 就 会 很 慢 , 当 4 区 被 转录 完成 时 ,核糖 体 才 进行 到 1 
区 (或 停留 在 两 个 相 邻 的 Trp 密码 子 处 ), 这 时 的 前 导 区 结构 是 2-3 配对 ,不 形成 3-4 配对 
的 终止 结构 ,所 以 转录 可 继续 进行 ,直到 将 tp 操纵 子 中 的 结构 基因 全 部 转录 。 而 当 培养 
基 中 色 氨 酸 浓度 高 时 ,核糖 体 可 顺利 通过 两 个 相 邻 的 色 氨 酸 密码 子 , 在 4 区 被 转录 之 前 ， 
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核糖 体 就 到 达 2 区 ,这样 使 2-3 不 能 配对 ,3-4 区 可 以 自由 配对 形成 茎 - 环 状 终止 子 结 
构 , 转 录 停 止 ,amp 操纵 子 中 的 结构 基因 被 关闭 而 不 再 合成 色 氨 酸 ! 甩 726)。 所 以 ,弱化 子 对 
RNA 聚合 酶 的 影响 依赖 于 前 导 肽 翻译 中 核糖 体 所 处 的 位 置 。 已 从 大 肠 杆 菌 和 沙门 氏 菌 
中 陆续 发 现 了 不 少 上 共有 弱化 作用 的 操纵 子 , 它 们 都 具有 前 导 肽 ,并 且 前 导 肽 中 都 富 含 该 操 
纵 子 所 合成 的 那 种 氨基 酸 。 





| 竺 7-24 原核 生物 
RNA 中 前 导 夺 列 变 
构 引 起 转 洒 的 终 外 
或 吸 化 


RNA 





DNA 转录 起 始 位 点 








图 7-25 um 抬 纵 子 
的 转录 与 翻译 调控 
(3a) 高 色 氨 酸 时 ; (b) 低 
色 氨 酸 时 。 
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图 7-26 wp 操纵 子 前 导 序列 的 变 构 与 转录 的 弱化 作用 
7.3.3 tm 操纵 子 弱化 机 制 的 实验 依据 


在 含有 较 高 浓度 色 氨 酸 的 培养 基 中 , 色 和 氨 酰 :RNA 合成 酶 缺陷 型 大 肠 杆菌 中 trp 操纵 
子 结构 基因 的 表达 却 并 没有 完全 受到 抑制 。 进 一 步 研究 温度 敏感 突变 株 trp55 证 实 , 它 所 
编码 的 色 氨 酰 -tRNA 合成 酶 只 在 30 和 时 有 活性 ,能 使 色 氨 酸 活化 生成 RNAT ,在 42 时 
该 酶 没有 活性 。 比 较 野 生 型 和 突变 型 在 42% 和 30% 条 件 下 有 色 氨 酸 供应 时 邻 氨 基 茶 甲 
酸 合 酶 (trpE) 的 活性 发 现 ,30% 时 , 色 氮 酰 -tRNA 合成 酶 有 活性 ,可 生成 tRNAT ,tm 操纵 
子 结构 基因 的 表达 受 抑 制 ; 在 和 2 时, 色 氨 酰 -tRNA 合成 酶 失去 活性 ,不 能 生成 IRNAT， 
tm 结构 基因 表达 受 抑 制 的 程度 就 不 明显 。 野 生 型 大 肠 杆 菌 色 氨 酰 -tRNA 合成 酶 不 受 温 
度 控制 ,所 以 tp 基因 表达 基本 不 受 温度 影响 。 

研究 男 一 个 前 导 区 及 D 基因 缺失 的 trp 操纵 子 突变 体 (1rp4LD102) 还 发 现 , 该 细菌 在 
补充 了 过 量 色 和 氨 酸 的 培养 基 中 有 高 于 野生 型 亲本 株 系 8 ~ 10 倍 的 色 氨 酸 合成 酶 活性 ,这 
种 去 阻 遇 作用 不 论 在 trpR'! 或 rpR" 菌株 中 都 存在 ' 才 3。 


表 7-3 tmpL 缺失 突变 株 与 非 缺失 菌株 色 氨 酸 合成 酶 活性 比较 (相对 单位 ) 


株 系 opR- tpR- 
ap AED53(trpa’) 0.17 11.8 
ap4LID102(upa ) 1.82 100 


从 表 7-3 中 可 以 看 出 前 导 区 的 调节 作用 。trp4ED53 的 工区 中 不 缺失 弱化 子 , 而 
tp4LD102 L 区 中 缺失 弱化 子 。 缺 失 前 导 区 后 的 表达 比 有 前 导 区 的 表达 要 高 得 多 ,充分 说 
明 up 操纵 子 的 表达 调控 除 阻 过 作用 外 ,还 受到 前 导 区 的 影响 ,失去 了 这 个 因素 就 失去 了 
一 个 调控 机 制 。 

trpL29 是 增强 终止 的 突变 型 , 它 的 前 导 序列 29 位 核 背 酸 由 原来 的 G 变 为 A， 
ee AUG…… 一 ……AUA……,AUGC 是 前 导 肽 的 起 始 密 码 , 变 为 AUA 后 便 不 能 起 
始 蛋 白质 合成 ,有 利于 trp mRNA 形成 1-2 .3-4 稳定 的 二 级 结构 ,从 而 增强 终止 。 这 一 突 
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变型 的 邻 氨 基 葵 甲酸 合成 酶 活性 很 低 , 并 且 对 色 氨 酸 不 敏感 。 因 为 前 导 肽 根本 不 能 翻译 
下 去 ,即使 在 色 氨 酸 饥 饿 条 件 下 仍然 不 能 作出 解除 终止 的 反应 。 

另 一 个 增强 终止 的 突变 型 是 pL75, 其 75 位 上 的 G 变 成 了 A。 野 生 型 75 位 上 的 G 
在 2 区 内 , 它 可 以 与 3 区 内 118 位 上 的 C 形 成 毛 键 , 当 G 变 为 A 后 ,减弱 了 2 区 和 3 区 形 
成 茎 - 环 结构 的 能 力 , 导 致 终止 增强 ,trpL75 对 色 氨 酸 饥饿 不 能 作出 反应 。 

此 外 ,缺失 了 3' 端 4 个 U 的 突变 株 AupLC1419, 也 导致 终止 解除 ,说 明 3' 端 U 对 转录 终 
止 起 作用 。 细 菌 通过 弱化 作用 弥补 阻 过 作用 的 不 足 ,因为 阻 遇 作 用 只 能 使 转录 不 起 始 , 对 于 
已 经 起 始 的 转录 ,只 能 通过 弱化 作用 使 之 中 途 停顿 下 来 。 阻 过 作用 的 信号 是 细胞 内 色 氨 酸 
的 多 少 ,弱化 作用 的 信号 则 是 细胞 内 载 有 色 氨 酸 的 tRNA 的 多 少 。 它 通过 前 导 肽 的 翻译 来 控 
制 转录 的 进行 ,在 细菌 细胞 内 这 两 种 作用 相辅相成 ,体现 着 生物 体内 周密 的 调控 作用 。 

细菌 中 为 什么 需要 有 弱化 子 系统 呢 ? 一 般 认 为 , 阻 遏 物 从 有 活性 向 无 活性 的 转变 速 
度 较 慢 ,需要 有 一 个 能 更 快 地 作出 反应 的 系统 ,以 保持 培养 基 中 适当 的 色 氨 酸 水 平 。 弱 化 
子 能 较 快 地 通过 抗 终止 的 方法 来 增加 trp 基因 表达 ,迅速 提高 内 源 色 氨 酸 浓度 。 

那么 ,为 什么 还 要 有 阻 遏 体系 呢 ? 没有 阻 过 体系 ,似乎 只 有 弱化 也 可 以 调节 色 氨 酸 
酶 系 的 合成 。 目 前 认为 阻 遏 物 的 作用 是 在 有 大 量 外 源 色 氨 酸 存 在 时 ,阻止 非 必需 的 先导 
mRNA 的 合成 , 它 使 这 个 合成 系统 更 加 经 济 。 事 实 上 ,自然 界 中 存在 着 不 同类 型 的 合成 体 
系 。 组 氨 酸 操纵 子 拥有 在 功能 上 与 tp 操纵 子 完全 相同 的 弱化 子 结构 ,但 没有 阻 遏 物 , 它 
的 表达 完全 受 弱 化 子 调节 。 


7.3.4 ”trp 操纵 子 的 其 他 调控 机 制 


大 肠 杆菌 中 共有 5 个 基因 参与 色 氨 酸 生 物 合成 ,构成 色 氨 酸 操纵 子 。 其 中 tpC-D 和 
HPpC-F 为 融合 基因 ,翻译 出 的 多 肽 具有 双重 功能 。 有 两 个 启动 子 ( 一 个 位 于 操纵 子 5', 一 
个 位 于 trpG-D 编码 区 , 称 为 内 源 启 动 子 ) 控 制 整个 操纵 子 的 转录 ,能 够 感受 色 氨 酸 和 无 负 
载 的 IRNAT 的 浓度 变化 。 

枯草 杆菌 (Bacillus subtilis) trp 操纵 子 包括 6 个 基因 ,处 于 一 个 12 个 基因 的 大 操纵 子 内 。 
其 他 基因 控制 部 分 芳香 族 氨基 酸 的 生物 合成 。 B. subtilis 还 有 第 7 个 色 氨 酸 合 成 基因 上 mpC( 又 
称 pabp4), 位 于 叶酸 操纵 子 中。 翻译 出 来 的 TmpC-PabA 多 肽 链 能 发 挥 两 个 酶 的 作用 ,一 个 用 
于 色 氨 酸 途径 ,一 个 用 于 叶酸 途径 。B. subiilis 的 im 操纵 子 也 有 两 个 启动 子 区 。RNA 聚合 
酶 在 任何 一 个 启动 子 区 起 始 转录 都 会 受到 色 氨 酸 和 无 负载 tRNAT 的 调控 (图 727)。 

大 肠 杆菌 trp 操纵 子 受 到 由 色 氨 酸 激活 的 阻 过 蛋白 的 调节 作用 。 一 旦 转录 越过 前 导 
区 ,开始 结构 基因 的 转录 ,又 会 受 弱 化 于 的 调控 ,感受 无 负载 的 tRNA™ 的 变化 ,使 转录 机 
器 在 前 导 区 附近 停止 或 者 继续 结构 基因 的 转录 。 在 B. subtilis 色 氨 酸 操纵 子 中 , 色 氨 酸 激 
活 TRAP 调节 蛋白 并 使 之 与 前 导 RNA 相 结 合 ,形成 RNA 终止 子 结构 终止 转录 。 而 无 负 
载 :RNA™ 的 聚集 使 TRAP 蛋白 失 活 ,从 而 激活 转录 和 翻译 。 另 外 , 当 无 负载 :RNA™ 的 浓 
度 升 高 时 ,由 rtp4 基因 编码 的 AT 蛋白 与 TRAP 蛋白 结合 ,抑制 该 蛋白 形成 转录 终止 复合 
物 从 而 激活 色 氨 酸 操纵 子 的 转录 和 9 23)。 
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图 7-28 B. subrilis 
中 色 氨 酸 操纵 子 的 
hisC-tyrA-aroE 调控 机 制 
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7.4 ”其 他 操纵 子 


7.4.1 半 和 乳糖 操纵 子 


大 肠 杆菌 半 乳 糖 操 纵 子 (galactose operon) 在 大 肠 杆 菌 遗 传 图 上 位 于 17 min 处 ,包括 
3 个 酶 的 结构 基因 ; 异 构 酶 (UDP-galactose-4-epimerase ,galE), 半 乳糖 - 磷酸 尿 喀 啶 核 苷 
转移 酶 (galactose transferase ,galT) 和 半 乳 糖 激 酶 (galactose kinase ,galK)。 这 3 个 酶 的 作用 
是 使 半 乳 糖 变 成 1- 磷酸 和 葡萄糖 。 半 乳糖 操纵 子 的 调节 基因 是 galR ,位 于 遗传 图 上 55 min 
处 。gal 操纵 子 与 lac 操纵 子 所 不 同 的 是 galR 与 galE、T、K 及 操纵 区 0 等 的 距离 都 很 远 ， 
而 galR 产物 对 gal0 的 作用 与 lacI-lac0 的 作用 相同 。 在 galR" 和 gal0"' 突变 体 中 ,galE TT、 
KK 基因 得 到 组 成 型 表达 。gal 操纵 子 的 诱导 物 主要 是 半 乳 糖 。 图 7-29 是 几 个 相关 联 操纵 
子 的 代谢 途径 及 基因 图 谱 。 半 乳糖 的 跨 细 胞 膜 运转 需要 galP 基因 产物 参与 
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此 外 ,gal 操纵 子 还 有 两 个 特点 :中 它 有 两 个 启动 子 ,其 mRNA 可 从 两 个 不 同 的 起 始 
点 开始 转录 ;@) 它 有 两 个 O 区 ,一 个 在 尸 区 上 游 -67 ~ -73, 另 一 个 在 结构 基因 galE 内 部 。 

1. cAMP-CRP 对 gal 启动 子 的 作用 

因为 半 乳 糖 的 利用 效率 比 葡萄 糖 低 , 人 们 猪 想 葡萄 糖 存在 时 半 乳 糖 操纵 子 不 被 诱导 ， 
但 实际 上 有 葡萄 糖 存在 时 ,gal 操纵 子 仍 可 被 诱导 。 现 已 分 离 到 一 些 突变 株 , 其 中 一 类 突变 
株 能 在 不 含 葡萄 糖 的 培养 基 中 高 水 平 合 成 半 乳 糖 代谢 酶 类 (gal 结构 基因 高 效 表 达 ); 另 一 类 
突变 株 中 ,gal 基因 的 表达 完全 依赖 于 葡萄 糖 ,培养 基 中 如 无 葡萄 糖 存 在 ,这 些 细菌 的 ga/ 基 
因 不 表达 ,不 合成 半 乳 糖 代谢 酶 类 。 分 析 gal 操纵 子 P-O 区 的 碱 基 序 列 发 现 有 两 个 相距 仅 
为 5 bp 的 启动 子 ,gal 操纵 子 可 以 从 两 个 启动 子 分 别 起 始 基 因 转 录 , 每 个 启动 子 拥 有 各 自 的 
RNA 聚合 酶 结合 位 点 S 和 5,' 由 7-3)。cAMP-CRP 对 从 S 和 5, 起 始 的 转录 有 不 同 的 作用 。 
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图 7-30 gal 操纵 子 启 动 区 S 和 S, 序列 分 析 


从 5, 起 始 的 转录 只 有 在 培养 基 中 无 葡萄 糖 时 才能 顺利 进行 ,RNA 聚合 酶 与 5 的 结合 
需要 半 乳 糖 、CRP 和 较 高 浓度 的 cAMP。 当 腺 苷 环 化 酶 突变 (era ) 或 cAMP 受 体 蛋 白 突变 
(cm ) 时 ,gal 操纵 子 不 能 从 5, 起 始 转录 。 此 时 如 在 体外 系统 中 加 入 cAMP-CRP, 就 能 够 诱 
发 从 S, 起 始 的 转录 。 体 外 转录 的 实验 证 明 ,cAMP-CRP 能 够 刺激 gal 操纵 子 转录 ,用 含有 
gal 操纵 子 调节 区 的 DNA 片段 做 模板 进行 体外 转录 时 ,发 现 cAMP-CRP 抑制 从 5, 的 转录 
而 刺激 从 S, 的 转录 - 当 有 cAMP-CRP 时 ,转录 从 5 开始 , 当 无 cAMP-CRP 时 ,转录 从 5, 开 始 。 

从 S; 起 始 的 转录 则 完全 依赖 于 葡萄 糖 ,高 水 平 的 cAMP-CRP 能 抑制 由 这 个 启动 子 起 
始 的 转录 ,因此 ,cAMP-CRP 在 .gal 操纵 子 中 所 起 的 调节 作用 比 在 jac 操纵 子 中 更 为 复杂 。 
大 肠 杆菌 的 cya 或 crp” 突变 型 不 能 利用 乳糖 ,但 可 以 利用 半 乳 糖 作为 唯一 碳 源 。 

有 一 个 gal 启动 子 突变 株 , 不 能 利用 培养 基 中 的 半 乳 糖 , 若 将 此 突变 株 再 行 突 变 为 
cya 或 cm ,细胞 就 恢复 了 利用 半 乳 糖 的 能 力 。 因 为 第 一 次 突变 失去 了 从 $, 起 始 转录 的 
能 力 , 却 不 影响 从 5, 起 始 转录 的 能 力 。 细 胞 中 cAMP-CRP 的 存在 抑制 了 从 $: 开始 的 基 
因 转 录 , 使 ga/ 操纵 子 既 不 能 从 $, 起 始 又 无 法 从 5, 起 始 转录 。 双重 突变 后 ,无 论 是 cra- 
突变 ,还 是 cm 突变 ,都 能 移 去 cAMP-CRP 对 5, 的 阻 过 作用 ,导致 gal 基因 表达 ,恢复 利 
用 半 乳 糖 作 为 能 源 的 能 力 。 

一 般 认为 ,cAMP-CRP 有 利于 RNA 聚合 酶 -5, 区 复合 物 形 成 开 链 构象 ,从 而 起 始 基 
因 转 录 。 同 时 ,由 于 S, 和 S, 区 的 核 蔡 酸 部 分 重合 ,这 一 复合 物 的 存在 干扰 了 RNA 聚合 
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酶 -5, 复合 物 的 形成 ,抑制 5, 起 始 的 基因 转录 。 

2. 双 启 动 子 的 生理 功能 

为 什么 gal 操纵 子 需要 两 个 转录 起 始 位 点 ? 这 与 半 乳 糖 在 细胞 代谢 中 的 双重 功能 有 
关 。 半 乳糖 不 仅 可 以 作为 唯一 碳 源 供 细胞 生长 ,而 且 与 之 相关 的 物质 一 一 尿 苷 二 磷酸 半 
乳糖 (UDPgal) 是 大 肠 杆菌 细胞 壁 合成 的 前 体 。 生 长 过 程 中 细胞 必须 随时 合成 差 向 异 构 
酶 ,以 保证 尿 苷 二 磷酸 的 供应 。 在 没有 外 源 半 乳 糖 的 情况 下 ,细胞 通过 半 乳 糖 差 向 异 构 
酶 (galactose epimerase ,galE 基因 产物 ) 的 作用 由 UDP- 葡萄 糖 合成 UDPgal。 因 为 合成 细 
胞 壁 过 程 中 对 异 构 酶 的 需要 量 很 小 ,本 底 水 平 的 组 成 型 合成 就 能 够 满足 生理 需要 。 实 际 
上 ,gal mRNA 的 组 成 型 合成 水 平 已 高 于 /ac 操纵 子 所 合成 jac mRNA 的 水 平 ,显然 这 部 分 
mRNA 是 在 没有 半 乳 糖 的 情况 下 合成 的 。 

现在 设想 只 有 5, 一 个 启动 子 ,那么 由 于 这 个 启动 子 的 活性 依赖 于 cAMP-CRP, 当 培 
养 基 中 有 葡萄 糖 存在 时 就 不 能 合成 异 构 酶 。 假 如 唯一 的 启动 子 是 5,, 那 么 ,即使 在 有 葡萄 
糖 存 在 的 情况 下 , 半 乳 糖 也 将 使 操纵 子 处 于 充分 诱导 状态 ,这 无 疑 是 一 种 浪费 。 所 以 ,无 
论 从 必要 性 或 经 济 性 考虑 ,都 需要 一 个 不 依赖 于 cAMP-CRP 的 启动 子 (5,) 进行 本 底 水 平 
的 组 成 型 合成 ,以 及 一 个 依赖 于 cAMP-CRP 的 启动 子 (5) 对 高 水 平 合 成 进行 调节 。 这 就 
是 说 ,只 有 在 5, 活性 完全 被 cAMP-CRP 抑制 时 ,调控 作用 才 是 有 效 的 。 


7.4.2 ”阿拉 伯 糖 操纵 子 


阿拉 伯 糖 (arabinose) 是 另 一 个 可 以 为 代谢 提供 碳 源 的 五 碳 糖 。 在 大 肠 杆菌 中 阿拉 
伯 糖 的 降解 需要 3 个 基因 :araB 、ara4 和 araD, 它 们 形成 一 个 基因 艇 ,简写 为 araB4D。 它 
们 因 分 别 编码 3 个 酶 :araB 基因 编码 核 酮 糖 激酶 (ribulokinase),ara4 编码 L- 阿拉 伯 糖 异 
构 酶 (L-arabinose isomerase),araD 编码 L-5- 磷酸 核 酮 糖 -4- 差 向 异 构 酶 (L-ribulose- 
5-phosphate-4-epimerase)。 在 gal 操纵 子 中 ,基因 的 排列 序列 就 是 代谢 途径 中 酶 的 作用 序 
列 , 而 这 个 操纵 子 却 不 同 ,阿拉 伯 糖 的 代谢 是 以 ara4 、araB .araD 的 序列 进行 的 。 另 外 还 有 
两 个 负责 将 阿拉 伯 糖 运 入 细胞 的 基因 , 即 araE 和 araF, 它 们 位 于 远离 这 个 基因 艇 的 地 方 ， 
araE 和 araF 分 别 编 码 一 个 膜 蛋 白 和 一 个 位 于 细胞 壁 与 细胞 膜 之 间 的 阿拉 伯 糖 结合 蛋白 。 

与 araBAD 相 邻 的 是 一 个 复合 的 启动 子 区 域 ,两 个 操纵 区 (0,.O:) 和 一 个 调节 基因 
araC, 这 个 调节 基因 的 性 质 与 我 们 已 介绍 过 的 lac 及 gal 操纵 子 中 的 调节 基因 的 性 质 全 然 
不 同 。AraC 蛋白 同时 显示 正 、 负 调节 因子 的 功能 。 在 lac 和 gal 操纵 子 中 , 阻 遏 蛋白 只 能 
作为 负 调节 因子 ,而 <AMP-CRP 蛋白 只 能 是 正 调节 因子 。araB4D 和 araC 基因 的 转录 是 
分 别 在 两 条 链 上 以 相反 的 方向 进行 的 。 在 标准 的 遗传 学 图 谱 上 ,araB4D 基因 和 铸 从 启动 子 
Par 开始 向 左 进行 转录 ,而 araC 基因 则 是 从 P. 向 右 转录 (图 7-30。 

ara 操纵 子 也 是 可 诱导 的 ,阿拉 伯 糖 本 身 就 是 诱导 物 。 在 野生 型 操纵 子 中 ,只 有 
阿拉 伯 糖 存在 时 才 转 录 出 araB4D mRNA ,而 有 葡萄 糖 存在 时 则 不 转录 。 腺 苷 酸 环 化 
酶 缺陷 型 和 crp 突变 株 也 不 形成 araBAD mRNA, 说 明 从 Pa 起 始 的 转录 过 程 也 需要 
cAMP-CRP。 
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3 L- 阿 拉 伯 糖 L-5- 磷酸 核 酮 糖 
本 本 异 构 酶 表 异 构 酶 
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L- 阿拉伯 糖 运转 系 
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L- 阿 拉 伯 糖 。 “~- 核 酮 糖 0 
( 胞 内 ) L-5- 磷 酸 核 酮 糖 5 而 酸 森 玫 和 














图 7-31 sara 操纵 子 上 游 调 控 区 序 询 与 功能 分 析 


1. AraC 蛋白 的 正 、 负 调节 作用 

AraC 蛋白 既是 ara 操纵 子 的 正 调节 蛋白 ,又 是 其 负 调 节 蛋 白 图 ?7-30)。 我 们 来 分 析 
以 下 实验 结果 。 首 先 , 当 araC 基因 内 发 生 点 突变 或 缺失 突变 ,会 产生 不 能 合成 araB4D 
mRNA 的 araC- 突变 株 。 其 次 ,构建 基因 型 为 ParaC*araC- 的 局 部 二 倍 体 细胞 后 发 现 这 类 
细胞 中 ara 操纵 子 可 以 被 诱导 ,说 明 araC- 等 位 基因 是 隐 性 的 。 如 果 araC 突变 体 的 产物 
是 突变 型 的 阻 过 物 ,那么 ,araC” 对 于 araC" 来 说 至 少 应 有 部 分 显 性 。 

中 传 学 上 的 其 他 证 据 如 araC 基因 的 琥珀 突变 ,也 说 明 araC 基因 产物 是 一 种 蛋白 质 ,这 
一 点 又 通过 AraC 蛋白 的 纯化 得 到 了 进一步 证 实 。 所 以 说 ,araB4D mRNA 的 合成 需要 一 个 
有 功能 的 AraC 蛋白 ,这 个 蛋白 与 诱导 物 阿拉 伯 糖 相 结 合 后 ,诱导 araB4D 基因 表达 ! 图 7-32)。 

有 实验 证 明 , 当 AraC 蛋白 以 正 调控 因子 作用 时 ,起 始 转 录 还 需要 cAMP-CRP 的 共 
同 参与 。 在 第 一 个 实验 里 ,人 们 发 现 当 反应 体系 中 只 含有 ara 操纵 子 DNA、RNA 聚合 酶 、 
AraC 蛋白 及 cAMP-CRP 中 的 一 个 成 分 ,ara84D mRNA 的 转录 不 能 起 始 , 说 明 只 有 AraC 
蛋白 和 cAMP-CRP 协同 作用 才能 起 始 ara84D 的 转录 。 在 第 二 个 实验 里 ,人 们 用 电镜 直 
接 观察 ara 操纵 子 DNA 分 子 (这 种 技术 可 以 看 到 结合 了 RNA 聚合 酶 的 DNA 分 子 ) 发 现 ， 
除非 AraC 蛋白 和 cAMP-CRP 同时 存在 ,RNA 聚合 酶 一 般 不 能 与 该 操纵 子 DNA 相 结合 。 

2. AraC 蛋白 的 两 种 形式 

AraC 蛋白 作为 Pao 活性 正 、 负 调节 因子 的 双重 功能 是 通过 该 蛋白 的 两 种 异 构 体 来 实 
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图 7-32 a 操纵 子 的 表达 调控 


(a) 当 细 胞 内 没有 AraC 蛋白 时 ,由 Pe 启动 子 起 好 amC 基因 转录 ;(b) 当 体 系 中 葡萄糖 水平 较 高 ,阿拉 伯 糖 水 平 较 低 时 ,AraC 和 蛋白 与 操纵 区 O, 以 
及 aral 诱导 因子 结合 区 上 半 区 相 结 合 ,形成 DNA 回转 结构 ,arzBAD 基因 不 表达 ; (c) 当 体系 中 有 阿拉 伯 糖 但 无 敬 欧 糖 存在 时 ,AraC 重 白 与 阿拉 
伯 糖 相 结 合 , 改 变 构 象 成 为 激活 八 白 ,AraC 蛋白 同 源 二 聚 体 分 别 与 aaO, 和 aral 区 相 结 合 ,DNA 回转 结构 被 破坏 ,RNA 聚合 酶 在 AraC 蛋白 和 
CRP-cAMP 的 共同 作用 下 起 始 Pasn 所 调控 的 结构 基因 表达 。 


现 的 。 一 般 认为 ,Pr 是 起 阻 过 作用 的 形 
式 ,可 以 与 现在 尚未 鉴定 的 类 操纵 区 位 点 
四 相 结合 ,而 Pi 是 起 诱导 作用 的 形式 , 它 通 

莒 注 过 与 Pa 启动 子 结合 进行 调节 。 推 测 Pr 


和 Pi 这 两 种 结构 处 于 一 种 相互 平衡 之 中 。 





图 7-33 各 种 营养 
状态 下 ara 操纵 子 
调控 (RNA-P 
代表 RNA 紧 合 醋 ) 


(a) araC mRNA 


















ba BAR mRNA 在 没有 阿拉 伯 糖 时 ,Pr 形式 占 优势 ;一 旦 
Se | 有 阿拉 伯 糖 存在 , 它 就 能 够 与 AraC 蛋白 

a 结合 ,使 平衡 趋向 于 Pi 形式 。 
3. 营养 状况 对 ara 操纵 子 活性 的 影响 
(© i 图 7-33 是 在 各 种 营养 状态 下 ara 操 
纵 子 的 表达 情况 。 在 图 7-33(a) 中 ,培养 
as 基 含有 葡萄 糖 ,cAMP-CRP 没有 与 操纵 
区 位 点 相 结 合 ,AraC 蛋白 处 于 Pr 形式 并 


| 








与 操纵 区 4 位 点 结合 ,RNA 聚合 酶 不 能 
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与 P. 结合 ,araC 基因 虽然 仍 有 转录 ,但 受到 抑制 ,只 有 少量 AraC 蛋白 形成 ,整个 系统 几 
乎 处 于 静止 状态 。 它 虽然 不 是 完全 关闭 ,但 是 尽 可 能 地 关闭 了 - 图 7-33(b) 中 没有 区 
萄 糖 糖 ,也 没有 阿拉 伯 糖 ,因为 没有 诱导 物 , 尽 管 有 cAMP-CRP 与 操纵 区 位 点 相 结合 ， 
AraC 蛋白 仍 以 Pr 形式 为 主 ,无 法 与 操纵 区 B 位 点 相 结 合 , 无 araBAD mRNA 转录 。 
图 7-33(c) 中 无 葡萄 糖 ,有 阿拉 伯 糖 ,大 量 araC 基因 产物 以 Pi 形式 存在 ,并 分 别 与 操纵 
区 BB、4 位 点 相 结合 ,在 cAMP-CRP 的 共同 作用 下 ,araC 和 araB4 刀 基因 大 量 表达 ,操纵 
子 充 分 激活 。 


7.4.3 ” 阻 遏 蛋白 LexA 的 降解 与 细菌 中 的 SOS 应 答 


当 细菌 DNA 遭 到 破坏 时 (如 受到 紫外 线 照射 ), 细 菌 细胞 内 会 启动 一 个 被 称 为 SOS 的 
诱导 型 DNA 修复 系统 。 研 究 发 现 ,参与 SOS DNA 修复 系统 的 许多 基因 虽然 分 散在 染色 
体 的 各 个 部 位 ,但 都 同时 受 LexA 阻 过 蛋白 的 抑制 ,平时 表达 水 平 很 低 。SOS 体系 的 诱导 
表达 过 程 其 实 就 是 把 LexA 阻 遇 蛋白 从 这 些 基 因 的 上 游 调控 区 移 开 的 过 程 。 

一 般 情况 下 ,rec4 基因 表达 并 不 完全 受 LexA 阻 过 ,所 以 ,每 个 细胞 中 可 有 1 000 个 
RecA 蛋白 单 体 分 散在 细胞 质 基 质 中 。 当 DNA 严重 受 损 时 ,DNA 复制 被 中 断 , 单 链 DNA 
缺口 数量 增加 ,RecA 与 这 些 缺 口 处 单 链 DNA 相 结合 ,被 激活 成 为 蛋白 酶 ,将 LexA 蛋白 切 
割 成 没有 阻 遇 和 操纵 区 DNA 结合 活性 的 两 个 片段 ,导致 SOS 体系 (包括 rec4 基因 ) 高 效 
表达 ,DNA 得 到 修复 /外 7 。 只 要 有 活化 信号 存在 ,该 操纵 子 就 一 直 处 于 活性 状态 。 当 
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修复 完成 后 ,活化 信号 消失 ,RecA 蛋白 又 回 到 非 蛋 白水 解 酶 的 形式 ,LexA 蛋白 才 逐 步 积 
累 起 来 ,并 重新 建立 阻 过 作用 。 一 旦 RecA 蛋白 的 合成 停止 ,细菌 开始 生长 并 进行 分 裂 ， 
RecA 又 逐渐 地 稀释 到 原先 的 本 底 水 平 。 


7.4.4 


二 组 分 调控 系统 和 信号 转 导 


细胞 生活 在 不 断 变化 的 环境 中 ,温度 、pH 和 渗透 压 变 化 , 氧 分 压 变 化 ,营养 的 变化 
及 细胞 浓度 的 变化 等 都 要 求 细菌 必须 随时 做 出 相应 的 反应 以 求 得 生存 。 前 面 讨论 的 诱 
导 和 阻 过 转录 调控 系统 均 是 通过 环境 中 的 小 分 子 效应 物 ( 诱 导 物 或 阻 歇 物 ) 直接 与 调 
节 和 蛋白 结合 进行 转录 调控 ,但 是 在 较 多 情况 下 ,外 部 信号 并 不 是 直接 传递 给 调节 蛋白， 
而 是 首先 通过 传感器 (sensor) 收 信号 ,然后 以 不 同方 式 传 到 调节 部 位 ,这 个 过 程 就 是 信 





图 7-35 细菌 中 参 
与 信号 转 导 的 二 组 
分 调控 系统 





启动 子 操纵 区 








号 转 导 (signal transduction)。 目 前 已 知 的 最 简单 的 
细胞 信号 系统 称 为 二 组 分 调控 系统 (two-component 
regulatory system), 由 两 种 不 同 的 蛋白 质 组 成 :即位 
于 细胞 质 膜 上 的 传 感 蛋白 (sensor protein), 因 该 蛋白 
质 具 有 激酶 活性 ,所 以 又 称 传 感激 酶 及 位 于 细胞 质 
基质 中 的 应 答 调节 蛋白 (response regulator protein)。 
表 7-4 列 出 了 大 肠 杆菌 中 存在 的 各 种 二 组 分 调控 系 
统 。 传 感激 酶 常 在 与 膜 外 环境 的 信号 反应 过 程 中 被 
磷酸 化 ,再 将 其 磷酸 基 团 转移 到 应 答 调节 蛋白 上 , 磷 
酸化 的 应 答 调 节 和 蛋白 即 成 为 阻 过 蛋白 或 激活 蛋白 ， 
通过 对 操纵 子 的 阻 过 或 激活 作用 调控 下 游 基 因 表 


达 :! 图 7-35)。 


表 7-4 大 肠 杆菌 中 存在 的 二 组 分 调控 系统 


刺激 信号 / 功能 
氧气 缺乏 
话 透 压 , 包 被 蛋白 
渗透 压 , 钾 离子 运输 
磷酸 盐 清除 
氮 代 谢 
硝酸 盐 呼 吸 作用 
硝酸 盐 和 亚 硝酸 盐 呼 吸 作用 


传 感 蛋 白 应 答 调节 蛋白 
ArcB ArcA 
EnvZ OmpR 
KdpD KdpE 
PhoR PhoB 
NerB NuC 
NarX NarL 
NarQ NarP 


7.4.5 ”多 启动 子 调 控 的 操纵 子 


1. rRNA 操纵 子 


大 肠 杆 菌 rRNA 操纵 子 (rmE) 上 有 两 个 启动 子 P, 和 P4735)。 在 对 数 生长 期 细菌 中 ， 
P 起 始 的 转录 产物 比 P, 起 始 的 产物 多 3 ~5 售 , 所 以 P, 是 强 启动 子 。 但 是 当 细菌 处 于 紧 
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急 状态 时 ,如 氨基 酸 饥饿 条 件 下 ,细胞 中 ppGpp 浓 
度 增加 ,P 的 作用 被 抑制 。 因 为 rRNA 是 细胞 中 蛋 
白质 合成 机 器 核糖 体 的 重要 组 成 部 分 ,不 能 完全 停 
止 供应 ,由 P, 起 始 的 rmE 基因 转录 就 显得 越 来 越 
重要 。 在 贫 靖 的 培养 基 中 ,细胞 增殖 缓慢 时 ,P, 是 
合成 rRNA 的 主要 启动 子 。 

2. 核糖 体 蛋 白 ST 操纵 子 

与 rmE 操纵 子 相 类 似 的 有 核糖 体 蛋 白 S1 操纵 子 (mpsA), 它 也 受 应 急 反应 调节 。rps4 
有 4 个 启动 子 ,可 能 是 大 肠 杆菌 中 启动 子 最 多 的 操纵 子 。P,、P, 是 强 启 动 子 ,平时 主要 依 
靠 它们 来 启动 基因 的 表达 ,合成 SI 蛋白 。P,、P, 是 弱 启 动 子 ,只 有 在 紧急 情况 下 ,P,、P, 启 
动 子 受 ppGpp 的 抑制 ,由 P;.P, 起 始 合 成 的 SI 蛋白 维持 了 生命 的 最 低 需 要 。 

3. DnaQ 蛋白 操纵 子 

DnaQ 蛋白 是 DNA 聚合 酶 全 酶 的 亚 基 之 一 ,其 
主要 功能 是 校正 DNA 复制 中 可 能 出 现 的 错误 。 已 
知 这 一 操纵 子 受 RNA 聚合 酶 活性 的 调节 ,并 拥有 
两 个 启动 子 ( 图 ?7-?7)。 在 RNA 聚合 酶 活性 较 低 时 ， 
操纵 子 的 转录 由 弱 启 动 子 己 控制 ;而 RNA 聚合 酶 
活性 较 高 时 ,就 开始 利用 强 启动 子 P,。 因 为 细胞 
内 RNA 聚合 酶 活性 与 细胞 的 增殖 速度 有 关 , 也 就 
是 说 ,在 细胞 染色 体 复制 比较 缓慢 时 ,RNA 聚合 酶 
活性 往往 较 低 ,此 时 DnaQ 蛋白 的 合成 靠 弱 启动 子 己 来 维持 。 当 细胞 增殖 速度 加 快 ,RNA 
聚合 酶 活性 升 高 时 , 忆 就 被 激活 ,DnaQ 蛋白 的 合成 就 大 大 增加 。 

总 之 ,操纵 子 中 有 不 同 的 启动 子 ,它们 有 不 同 的 强度 ,其 启动 作用 又 受 不 同 因子 的 调 
控 。 许 多 因素 相互 作用 , 才 使 基因 表达 更 加 有 效 .更 加 协调 。 在 不 同 的 生活 环境 中 ,不 同 
的 启动 子 精 密 地 调节 基因 的 表达 量 , 这 对 维持 细菌 的 生存 起 着 非常 重要 的 作用 。 





DnaQ Pp, Pi 








RNA 素 合 酶 





7.5 固氮 基因 调控 


氮 是 所 有 生物 的 基本 组 成 成 分 ,人 蛋白质, 核酸 及 许多 小 分 子 代谢 产物 都 是 氮 化 合 物 。 
没有 氮 , 就 没有 生命 。 虽 然 地 球 大 气 的 78% 是 氮气 ,但 是 有 能 力 直 接 利 用 这 种 游离 态 氮 
的 生物 种 类 却 很 少 , 绝 大 部 分 生物 只 能 利用 化 合 态 氮 。 固 氮 是 将 游离 态 氮 转 化 为 化 合 态 
氨 的 过 程 。 据 科学 家 估计 ,每 年 通过 雷电 等 自然 现象 转化 的 氨 占 总 固氮 量 的 5% 左右 ,人 
类 通过 合成 氨 工 业 转 化 的 氮 占 总 固氮 量 的 30% 左右 ,而 总 固氮 量 一 半 以 上 是 由 生物 周 氨 
过 程 贡献 的 。 氮 气 分 子 是 已 知 最 稳定 的 双 原 子 分 子 , 打 开 N=N 三 键 需要 大 量 的 能 量 。 
人 类 的 合成 氨 法 是 在 高 温 高 压条 件 下 由 催化 剂 催化 将 氮气 和 和 氢气 合成 氨 气 的 ,每 年 消耗 
了 人 类 总 能 耗 的 1% ,属于 高 能 耗 高 污染 生产 过 程 。 因 此 ,合理 有 效 地 利用 生物 固氮 资源 
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图 7-36 大 肠 杆 菌 
rmE 上 有 两 个 启动 
子 (P 和 P,) 
随 着 ppGpp 浓度 增加 ， 
Pi 隶 渐 关闭 ,而 忆 活 
性 不 变 。 


图 7-37 DnaQ 蛋 
白 操 纵 子 表达 活性 
受 RNA 聚合 酶 调节 
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可 以 缓解 人 类 的 能 源 和 生态 危机 。 

已 经 发 现 的 能 够 固氮 的 生物 都 是 原核 细菌 . 放 线 菌 和 蓝 党。 根据 这 些 固氮 生物 的 生 
活 状态 可 以 将 它们 分 为 三 类 :第 一 种 是 自 养 (free-living) 固氮 菌 ,它们 独立 生活 ,利用 光合 
作用 或 者 化 能 合成 的 能 量 支持 生物 闫 氨 过 程 ;第 二 种 是 共生 (symbiotic) 冉 氨 菌 ,它们 可 以 
和 植物 形成 互相 依赖 的 共生 关系 ,利用 植物 提供 的 养料 高 效 固氮 ,而 向 植物 提供 氮 化 合 
物 , 其 中 研究 最 广泛 的 是 在 豆 科 植物 中 形成 根瘤 的 根瘤 菌 ;第 三 种 是 联合 (associative) 固 
氮 菌 ,它们 可 以 和 植物 形成 比较 松散 的 互利 关系 ,依附 在 植物 根系 附近 ,吸收 植物 根系 分 
沁 的 营养 成 分 ,回馈 氮 化 合 物 。 


7.5.1 固氮 酶 


20 世纪 60 年 代 初期 ,有 科学 家 将 晾 干 的 厌 氧 微生物 芽孢 梭 菌 细胞 溶 于 稀 盐 溶液 中 , 离 
心 后 取 上 清 液 , 加 入 “N,, 一 定时 间 后 发 现 反应 体系 中 产生 了 “NH;。 进 一 步 研究 发 现 ,无 细 
胞 提取 液 中 的 固氮 酶 活性 会 很 快 地 完全 被 空气 所 破坏 。 现 已 查 明 ,所 有 的 固氮 生物 中 都 有 
催化 固氮 反应 的 固氮 酶 ,这 些 固氮 了 酶 的 结构 和 功能 都 很 保守 。 固 氨 酶 催化 的 反应 如 下 : 

N,+8e +8H'"+16MgATP 一 一 > 2NH;+H2+16MgADP+16Pi 

固氮 酶 由 铁 蛋 白 (Fe-protein) 和 铁 钥 蛋白 (FeMo-protein) 两 个 蛋白 质 组 分 构成 。 钥 铁 
蛋白 中 一 个 a 亚 基 和 一 个 B 亚 基 之 间 相 互 作用 形成 aB 异 二 聚 体 , 钼 铁 蛋 白 是 由 两 个 op 
异 二 聚 体 聚合 形成 的 轴 对 称 mB, 异 四 聚 体 。 每 个 ap 异 二 聚 体 结合 一 个 [ 8Fe-7S ] 的 P 金 
属 徐 和 一 个 铁 钥 辅 因子 (FeMo cofactor), 铁 钼 辅 因 子 由 一 个 [ 7Fe-Mo-9S-X ] 金 属 簇 的 钼 
原子 上 连接 一 个 同型 柠檬 酸 (homocitrate) 构 成 ,其 中 的 X 原子 最 近 被 发 现 是 一 个 碳 原子 。 
铁 和 蛋白 是 由 两 个 亚 基 形 成 的 二 聚 体 ,每 个 亚 基 含 有 一 个 MgATP 结合 位 点 ,两 个 亚 基 之 间 
由 一 个 [4Fe-4S ] 金 属 包 连接 。 铁 蛋白 可 以 和 铁 钼 蛋白 的 一 个 aB 异 二 聚 体 结合 ,一 个 固 
氮 酶 中 包含 一 个 铁 钥 蛋白 异 四 聚 体 和 两 个 与 之 结合 的 铁 蛋 白 异 二 聚 体 。 铁 蛋白 . 钥 铁 蛋 
白 , 铁 钼 辅 因子 和 这 些 金属 禾 都 是 固氮 反应 不 可 缺少 的 。 在 缺 钥 条 件 下 ,有 些 固氮 生物 可 
以 合成 铁 钒 辅 因子 或 者 铁 铁 辅 因子 代替 铁 钼 辅 因子 。 

固氮 酶 催化 的 固氮 反应 是 一 个 氮 还 原 反应 ,每 还 原 一 个 氮气 分 子 ,需要 传递 8 个 电 
子 。 首 先 , 铁 氧 还 蛋白 和 黄 素 氧 还 蛋白 等 电子 供 体 向 铁 和 蛋白 提供 电子 ,将 [ 4Fe-4S ]* 还 
原 为 [ 4Fe-4S ]'。 电 子 从 铁 和 蛋白 的 [ 4Fe-4S 上 传递 到 钼 铁 蛋 白 的 [ 8Fe-7S ] 金 属 簇 ,这 个 
过 程 依赖 铁 蛋 白水 解 MgATP, 这 时 铁 蛋 白 会 离开 钼 铁 和 蛋白 重新 结合 ATP 并 接受 电子 。 这 
步 反 应 每 次 只 传递 一 个 电子 ,每 秒 只 能 传递 大 约 5 个 电子 ,是 固氮 反应 的 限 速 步骤 。 在 钥 
铁 蛋 白 中 ,[ 8Fe-7S ] 金 属 徐 向 铁 钼 辅 因子 传递 电子 。 铁 钼 辅 因子 是 结合 氮 分 子 并 催化 
氮 还 原 反 应 的 活性 位 点 。 

在 还 原 氮 的 同时 ,固氮 酶 还 有 一 个 次 要 的 活性 , 它 能 把 氧 质子 还 原 成 分 子 氧 。 这 一 反 
应 不 利于 提高 固氮 酶 活性 ,因为 它 既 消耗 了 能 量 又 产生 了 能 竞争 性 抑制 固 所 活性 的 氧 分 
子 。 根 瘤 菌 中 有 些 株 系 (Hup”) 能 通过 氢化 酶 的 作用 催化 所 和 氧 的 结合 ,从 而 利用 反应 中 
释放 的 氨 。 这 一 反应 使 得 在 质子 还 原 过 程 中 丢失 的 某 些 ATP 再 生 , 还 有 助 于 除去 固氮 酶 
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附近 的 分 子 氧 。 
7.5.2 与 固氮 有 关 的 基因 及 其 表达 调控 


固氮 酶 催化 氮 还 原 是 一 个 很 慢 的 反应 ,所 以 在 细菌 需要 通过 固氮 反应 获得 氮 源 的 情 
况 下 ,细菌 需要 合成 大 量 的 固氮 酶 。 最 多 时 ,固氮 酶 可 占 细胞 总 蛋白 量 的 20%。 同 时 , 固 
氮 酶 对 氧 高 度 敏感 , 较 低 的 氧 分 压 就 能 破坏 固氮 酶 的 活性 。 在 已 经 研究 的 同 氮 酶 中 ,只 有 
一 种 高 温 环境 的 固氮 菌 携带 的 固氮 酶 是 耐 受 氧 的 -为 了 防止 氧 损害 固氮 酶 造成 资源 浪费 ， 
固氮 菌 有 一 套 响应 氧 浓度 的 基因 调控 机 制 。 另 外 ,反应 产物 氨 的 浓度 也 会 影响 固氮 酶 基 
因 的 表达 。 

1. NifA 和 o” 共同 激活 固氮 酶 基因 的 转录 

固氮 酶 系统 中 包含 许多 基因 ,分 别 编码 了 固氮 酶 各 个 蛋白 组 分 ,参与 各 种 金属 能 和 辅 
因子 合成 的 基因 和 一 些 编码 转录 调控 因子 基因 。 冉 氨基 因 (mi) 的 转录 是 由 NifA 和 oa” 
因子 共同 激活 的 。nif 基因 转录 所 依赖 的 c* 因子 与 其 他 o 因子 都 不 一 样 , 它 识 别 和 结合 
的 是 DNA 上 -24 和 -12 区 。NifA 蛋白 由 3 个 结构 域 组 成 ,C 端的 HTH 型 DNA 结合 结构 
域 可 以 识别 并 结合 nif 操纵 子 的 上 游 激活 位 点 (upstream activator sequence,UAS); 中 间 是 
保守 的 AAA* ATP 酶 活性 结构 域 ,可 以 结合 并 水 解 ATP, 并 且 使 NifA 聚合 成 多 聚 体 ;N 端 
是 调控 结构 域 。NifA 的 多 聚 体 结合 到 UAS 位 点 ,同时 与 RNA 聚合 酶 的 o” 因子 结合 , 影 
响 了 o™ 因子 的 构象 并 使 DNA 解 链 形成 开放 式 转录 起 始 复合 物 ,激活 ni 基因 转录 。 这 
个 过 程 依赖 于 ATP 的 水 解 (四 7-38)- 








封闭 复合 物 





C ADP+P, 
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图 7-38 NifA 激活 


nif 基因 转录 
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图 7-39 固氮 基 国 
受到 氧 浓 度 和 氨 浓 
度 影响 的 级 联 调控 
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2. 固氮 基因 调控 体系 中 的 级 联 调 控 模式 

固氮 基因 的 表达 主要 由 NifA 和 a” 共 同 在 转录 水 平 上 调控 ,而 NifA 的 活性 和 表达 水 
平 又 受 其 他 调控 因子 的 调节 ,因此 ,整个 固氮 基因 调控 体系 是 一 个 级 联 调控 体系 。 图 7-39 
显示 了 克 氏 肺炎 杆菌 中 的 级 联 调控 。nifL 和 mi4 基因 位 于 同一 个 操纵 子 ,在 缺 氧 环境 下 ， 
NifL 不 能 结合 NifA ;在 有 氧 环境 下 ,NifL 可 以 结合 NifA 并 抑制 NifA 的 ATP 酶 活性 ,过 制 
nif 基因 转录 。 除 了 氧 浓度 ,细胞 中 氨 的 浓度 也 会 影响 固氮 基因 的 表达 。NtrC 蛋白 是 mi4 
操纵 子 的 激活 因子 , 它 的 结构 和 功能 类 似 NifA ,结合 上 游 DNA 并 与 RNA 聚合 酶 的 o” 因 
子 相互 作 用 。 当 NtrC 被 磷酸 化 ,可 使 DNA 解 链 形成 开放 复合 物 并 起 始 转录 。 细 胞 中 谷 
氨 酰 胺 的 浓度 与 游离 氨 的 浓度 呈正 相关 , 当 谷 氨 栈 胺 浓度 低 时 ,gjnD 编码 的 尿 苷 转移 酶 能 
够 将 尿 苷 酸 (UMP) 转移 到 GlnB 和 GlnK 和 蛋白 上 。 此 时 ,NtrB 使 NtrC 磷酸 化 ,mit4 操纵 子 
被 NtrC 激活 ; 谷 氨 栈 胺 浓度 高 时 ,GlnB 和 GlnK 蛋白 都 不 发 生 屎 苷 化 ,GlnB 结合 NtrB 并 
使 NtrC 去 磷酸 化 ,mit4 操纵 子 被 关闭 。 另 外 , 氨 浓 度 低 时 ,不 带 UMP 的 GlnK 会 抑制 NifL 
结合 NifA ,保证 NifA 激活 mt 基因 表达 .不同 固 氨 生物 中 的 调控 模式 在 细节 上 有 很 大 差异 ， 
但 是 基本 上 都 是 响应 氧 浓 度 和 氮 浓 度 的 级 联 调控 模式 。 











mi 基因 转录 








7.5.3 根瘤 的 产生 以 及 根瘤 相关 基因 的 调控 


1. 根瘤 的 产生 
根瘤 菌 在 豆 科 植物 根 际 的 生长 以 及 与 宿主 植物 根 毛 幼 嫩 部 位 的 接触 是 感染 发 生 的 第 
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一 步 。 通 常情 况 下 ,根瘤 菌 特定 小 种 的 宿主 范围 都 是 很 狭窄 的 ,如 Rizobium trifolii 主要 
感染 三 叶 草 ,中 phaseoli 主要 感染 菜豆 ,及 leguminosarum 主要 感染 芒 豆 ! 支 ?5 当然 ,每 
个 小 种 中 可 能 有 些 株 系 能 感染 宿主 以 外 的 其 他 豆 科 植物 。 


不 7-5 感 梁 各 种 植物 的 不 同根 殉 击 

主要 类 群 根 痛 菌 名 宿主 植物 
将 蓓 类 R. melilor 首 蒂 

三 叶 草 类 R. triftoli 三 叶 草 

蚁 辟 类 及 .jegrrmminosaruymmy 吏 豆 . 某 些 菜豆 及 庙 豆 
菜豆 类 R. phaseoli 菜豆 

羽 扇 豆 类 B. lupine 羽 肩 豆 
大 豆 类 B. japonicun 大 豆 

开 豆 类 Cowpea rhizobia 花生 .区 豆 金 合欢 属 


根瘤 菌 细胞 以 极 性 的 方式 与 根 毛 接触 ,并 附着 到 植物 细胞 上 。 这 种 接触 的 专 一 性 是 
由 植物 凝血 素 和 细菌 细胞 壁 之 间 的 相互 作用 所 决定 的 。 植 物 凝 血 素 是 由 植物 细胞 所 产生 
的 一 种 糖 蛋白 , 它 对 糖 基 有 很 高 的 亲和力 与 专 一 性 , 现 已 鉴定 出 根瘤 菌 细胞 壁 上 的 一 种 
脂 多 糖 组 分 很 可 能 就 是 植物 凝血 素 的 受 体 。 有 实验 表明 ,根瘤 菌 能 产生 一 定量 的 寡 聚 糖 
来 刺激 植物 凝血 素 的 分 泌 , 由 基因 型 所 决定 的 根瘤 菌 宿 主 范围 ,可 能 受到 植物 基因 组 的 影 
响 , 因 为 特定 的 植物 凝血 素 只 能 识别 特定 的 细菌 表面 受 体 。 

2. 豆 血 红 蛋 白 及 根瘤 素 基因 的 调控 

豆 血 红 蛋 白 (leghemoglobin,Lb) 在 体内 的 主要 功能 是 调节 根瘤 细胞 氧 含量 , 它 是 根瘤 
细胞 中 植物 基因 组 编码 的 最 主要 的 蛋白 质 ,其 血红 素 辅 基 可 能 是 由 细菌 编码 的 。 脱 辅 基 
后 的 Lb 蛋白 相对 分 子 质量 为 1.56 x 10* ~ 1.59x 10'。 已 经 发 现存 在 4 种 不 同 的 Lb 异 构 
体 (Lba、Lbecl、Lbec2 和 Lbc3), 它 们 在 氨基 酸 序列 上 虽然 只 有 微小 差异 ,但 仍然 由 不 同 的 基 
因 编 码 。 分 析 Lba 和 Lbe 基因 的 核 芽 酸 序列 表明 ,它们 的 可 读 框 中 插入 了 3 个 长 短 不 一 
的 内 含 子 ,因此 这 些 基 因 的 总 长 度 不 一 样 。 氨 基 酸 序列 分 析 证 实 ,Lb 与 动物 肌 红 蛋 白 存 
在 同 源 性 。 

除了 Lb 以 外 ,至 少 还 有 20 种 其 他 多 肽 是 由 植物 基因 组 编码 但 只 在 根瘤 菌 诱导 的 细 
胞 中 得 到 表达 ,这 些 蛋 白质 (包括 Lb) 统 称 根瘤 素 (nodulin)。 科 学 家 通过 被 B. japonicum 
感染 的 大 豆 根瘤 细胞 对 根瘤 素 进行 了 详细 的 研究 ,并 根据 其 生理 功能 将 其 分 为 3 类 :第 一 
类 是 根瘤 结构 蛋白 ;第 二 类 是 负责 将 类 菌 体 固定 的 氮 素 同化 并 转移 到 植物 体内 的 酶 系统 ; 
第 三 类 是 维持 类 菌 体 功能 所 必需 的 蛋白 质 。Lb 就 属于 第 三 类 根瘤 素 , 它 在 根瘤 固氮 体系 
中 起 着 不 容 忽视 的 作用 ,因为 细胞 内 氧 浓度 一 般 都 在 数 百 微 摩尔 左右 ,而 固氮 酶 只 能 在 几 
十 纳 摩尔 0; 浓度 下 才能 正常 工作 ,这 对 矛盾 就 是 依靠 Lb 得 到 解决 的 。 如 果 将 细胞 内 0， 
浓度 降低 到 几 十 纳 摩尔 以 下 ,呼吸 系统 的 主 归 酶 类 早已 停止 了 反应 ,根本 不 可 能 为 细胞 的 
生命 活动 提供 能 量 。Lb 对 0, 有 极 高 的 亲和力 , 它 与 大 量 自由 0: 相 结合 , 既 大 大 降低 了 
自由 0, 浓度 ,又 能 将 分 子 氧 直接 输送 到 呼吸 链 , 真 可 谓 一 石 二 鸟 ,天 衣 无 颖 (去 7 


7.5 固氮 基因 调控 
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表 7-6 大 豆 根 瘤 细 胞 内 氧 浓度 变化 分 析 


类 菌 体 周 膜 空间 含 类 基体 的 帘 主 细胞 质 基质 
Lb 含量 300 pmol/L 3 000 pmol/L 
Lb 氧化 程度 20% 20% 
氧 吸附 量 60 hmol/L 600 pmol/L 
自由 氧 浓度 11 nmol/L 11 nmol/L 
吸附 氧 / 和 白 由 氧 5 500 55 000 


曾 有 人 用 大 豆 根瘤 特异 性 cDNA 进行 选择 性 杂交 ,并 利用 与 多 核糖 体 相 结合 的 多 腺 
苷 化 RNA 进行 体外 翻译 ,发 现 每 一 个 含 类 菌 体 的 根瘤 细胞 内 可 有 600 000 个 与 核糖 体 相 
结合 的 mRNA 分 子 , 其 中 大 约 有 90 000 个 (15%) 是 Lb mRNA 分 子 。 总 之 ,共生 固氮 是 一 
个 很 有 意思 的 体系 。 人 类 虽然 不 一 定 能 在 不 久 的 将 来 使 禾 谷 类 植物 固氮 ,但 对 豆 科 植物 
与 固氮 菌 的 相互 识别 及 固氮 基因 调控 因子 的 研究 , 却 一 定 可 以 更 加 丰富 我 们 对 植物 和 微 
生物 界 的 认识 。 


7.6 ”转录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 


转录 过 程 涉及 转录 机 器 附着 于 DNA ,识别 启动 子 序列 ,起 始 RNA 的 合成 延伸 和 终 
止 。 转 录 的 任何 一 步 都 受到 调控 ,其 中 某 些 步骤 是 主要 的 调控 点 ,比如 RNA 转录 的 起 始 
相对 延伸 和 终止 来 说 。 自 然 选 择 使 得 生物 的 调控 策略 达到 最 优化 。 转 录 过 程 的 调节 是 生 
物 基因 表达 调节 最 有 效 的 方式 。 


7.6.1 o 因子 的 调节 作用 


不 同 的 6 因子 可 以 独立 地 起 作用 ,但 是 ,为 了 保证 细胞 准确 响应 不 同 的 环境 信号 变 
化 ,5 因子 之 间 常 常 交互 作用 构成 网 络 调控 模式 ,使 得 原核 基因 的 表达 稳定 而 平衡 。o 因 
子 本 身 的 活性 受到 蛋白 水 解 酶 的 调控 ,也 能 被 同 源 的 抗 o 因子 失 活 。 这 些 抗 o 因子 能 够 
与 特定 的 6 因子 结合 ,阻止 它们 与 RNA 聚合 酶 的 组 装 。 

营养 物 缺 乏 时 , 革 兰 氏 阳 性 菌 BaczWus 会 形成 孢子 来 渡 过 困难 时 期 。 其 孢子 的 形成 
需要 4 种 不 同 的 5 因子 。o 和 o" 存在 于 母 细胞 中 ,一 旦 开始 形成 孢子 就 产生 c 和 of。 
o"” 和 o"* 先 以 非 活性 的 前 体形 式 被 合成 ,经 过 特定 的 蛋白 酶 作用 转变 成 活性 形式 。o' 也 
是 以 非 活性 形式 (与 抗 6 因子 Spo J AB 结合 ) 存 在 于 孢子 中 ,环境 刺激 导致 Spo AA 抗 - 
抗 o 因子 去 磷酸 化 ,并 特异 性 地 与 抗 o 因子 Spo 【AB 结合 ,释放 出 有 活性 的 oa 图 7-40)。 
活性 c 促使 早期 抱 子 形成 相关 基因 ,包括 c" 和 需要 进入 母 细胞 中 降解 前 体 of 蛋白 酶 基 
因 的 转录 。 活 性 c 主要 激活 后 期 抱 子 形成 相关 基因 和 需要 进入 母 细 胞 中 降解 前 体 o* 的 
和 蛋白酶 基因 的 转录 。 
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7.6.2 组 蛋白 类 似 蛋 白 的 调节 作用 


细菌 中 存在 一 些 非特 异性 的 DNA 结合 蛋白 ,用 来 维持 DNA 的 高 级 结构 ,被 称 为 组 蛋 
白 类 似 蛋 白 (histone-like protein)。 细 菌 中 的 H-NS 蛋白 ,就 以 非特 异性 的 方式 结合 DNA， 
维持 其 高 级 结构 。H-NS 包含 2 个 结构 域 ,一 个 DNA 结合 结构 域 和 一 个 蛋白 质 - 蛋白质 
相互 作用 结构 域 。H-NS 先 结合 到 DNA 上 ,然后 通过 和 蛋白质 - 蛋白 质 相互 作 用 形成 四 至 
体 或 者 多 聚 体 ,帮助 维持 DNA 的 高 级 结构 。 另 外 ,H-NS 与 大 肠 杆菌 基因 组 上 分 散 的 大 
量 基因 的 调控 区 有 较 高 的 亲 和 性 ,这 些 基 因 大 都 与 环境 条 件 的 变化 有 关 。H-NS 非特 异性 
结合 在 这 些 DNA 上 ,抑制 这 些 基因 的 转录 。 这 些 基 因 的 转录 激活 需要 特定 的 转录 因子 参与 。 


7.6.3 转录 调控 因子 的 作用 


能 够 与 基因 的 启动 子 区 相 结合 ,对 基因 的 转录 起 激活 或 抑制 作用 的 DNA 结合 蛋白 被 
称 之 为 转录 调控 因子 。 大 肠 杆菌 基因 组 中 有 300 多 个 基因 编码 这 样 的 蛋白 质 , 它 们 大 多 
数 是 序列 特异 性 的 DNA 结合 蛋白 ,能够 与 特定 的 启动 子 结 合 。 有 些 能 够 调控 大 量 基因 的 
表达 ,而 有 些 仅 调控 一 两 个 基因 的 表达 。 转 录 调 控 因 子 CRP FTNR \IHF Fis ,ArcA .NarL 和 
Lrm 调控 了 50% 基因 的 表达 ,而 约 有 60 个 转录 因子 仅 能 特异 性 结合 一 两 个 启动 子 。 有 些 
转录 因子 对 某 个 基因 起 激活 作用 , 却 对 另 一 个 基因 起 抑制 作用 。 有 些 转 录 因 子 对 同一 基 
因 也 能 发 挥 两 种 不 同 的 作用 ,如 AraC 蛋白 在 结合 阿拉 伯 糖 前 后 就 分 别 起 着 抑制 和 激活 阿 
拉 伯 糖 操 纵 子 基因 转录 的 作用 。 许 多 基因 的 启动 子 区 有 多 个 转录 调控 因子 的 结合 位 点 ， 
这 些 转录 调控 因子 的 共同 作用 才能 使 RNA 聚合 酶 顺利 地 结合 在 DNA 上 起 始 基因 转录 的 
过 程 。 


7.6 转录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 


图 7-40 or 的 两 种 


存在 形式 
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7.6.4 抗 终止 因子 的 调节 作用 


抗 终止 因子 是 能 够 在 特定 位 点 阻止 转录 终止 的 一 类 蛋白 。 当 这 些 蛋 白 存 在 时 ,RNA 
聚合 酶 能 够 越过 终止 子 ,继续 转录 DNA。 这 种 基因 表达 调控 机 制 主要 见于 叭 菌 体 和 少数 
细菌 中 。 在 RNA 聚合 酶 到 达 终 止 子 之 前 与 RNA 聚合 酶 结合 ,因为 在 终止 子 上 游 存 在 抗 
终止 作用 的 信号 序列 ,只 有 与 抗 终止 因子 相 结合 的 RNA 聚合 酶 才能 顺利 通过 具有 茎 - 环 
结构 的 终止 子 , 使 转录 继续 进行 ”1 





邮 7-41 抗 终止 子 
的 通读 作用 (a) 开始 转录 








(e) 存在 抗 终止 因子 











参与 大 肠 杆菌 抗 终止 作用 的 蛋白 是 Nus 蛋白 。 转 录 起 始 不 久 ,G 因子 从 RNA 聚合 
酶 上 解 离 下 来 ,NusA 蛋白 就 结合 到 了 核心 RNA 聚合 酶 上 。NusA 的 结合 增加 了 RNA 
聚合 酶 在 终止 子 发 夹 结 构 处 暂停 的 过 程 ,从 而 促进 抗 终止 作用 的 发 生 。NusA 和 因 
子 不 能 同时 结合 到 RNA 聚合 酶 上 。 只 要 RNA 聚合 酶 结合 在 DNA 上 ,NusA 就 不 会 从 
RNA 聚合 酶 上 解 离 , 而 o 因子 可 以 取代 游离 RNA 聚合 酶 上 的 NusA ,因此 ,在 转录 起 始 
和 终止 的 过 程 中 RNA 聚合 酶 分 别 受到 o 因子 和 NusA 的 调控 。 大 肠 杆菌 核糖 体 RNA 
编码 基因 rrn 的 转录 就 是 抗 终止 转录 的 典型 。 当 结合 有 NusA 的 RNA 聚合 酶 遇 到 
boxA 终止 序列 时 ,NusB/S10 抗 终止 因子 在 NusG 的 帮助 下 与 RNA 聚合 酶 相 结合 ,实现 
抗 终 止 册 7-42)。 
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双 启 动 子 
| 
BoxA=TGCTCTTTAACA | 
冬 正 序列 
7.7 ”转录 后 调控 


基因 表达 的 转录 调控 是 生物 最 经 济 的 调控 方式 ,既然 用 不 着 某 种 蛋白 质 , 就 用 不 着 转 
录 了 。 但 转录 生成 mRNA 以 后 ,再 在 翻译 或 翻译 后 水 平 进行 “微调 ", 是 对 转录 调控 的 补 
充 , 它 使 基因 表达 的 调控 更 加 适应 生物 本 身 的 需求 和 外 界 条 件 的 变化 。 


7.7.1 mRNA 自身 结构 元 件 对 翻译 的 调节 


1. 起 始 密码 子 

原核 生物 的 翻译 要 靠 核糖 体 30S 亚 基 识别 mRNA 上 的 起 始 密码 子 AUG, 以 此 决定 
它 的 可 读 框 ,AUG 的 识别 由 fMel-tRNA 中 含有 的 碱 基 配 对 信息 (3'-UAC-5'") 来 完成 。 原 
核 生物 中 还 存在 其 他 可 选择 的 起 始 密 码 子 ,14% 的 大 肠 杆菌 基因 起 始 密码 子 为 GUG ,3% 
为 UUG, 另 有 两 个 基因 使 用 AUU。 这 些 不 常见 的 起 始 密码 子 与 [Met-tRNA 的 配对 能 力 
较 AUG 弱 , 从 而 导致 翻译 效率 的 降低 。 有 研究 表明 , 当 AUG 被 替换 成 GUG 或 UUG 后 ， 
mRNA 的 翻译 效率 降低 了 8 倍 。 

2. 5' 韭 翻译 区 (5'UTR) 

遗传 信息 翻译 成 多 肽 链 起 始 于 mRNA 上 的 核糖 体 结合 位 点 (ribosome binding site， 
RBS), 一 般 是 起 始 密码 子 AUC 上 游 的 包括 SD 序列 在 内 的 一 段 非 翻 译 区 ,该 序列 与 核糖 
体 16S rRNA 的 3' 端 互补 配对 ,促使 核糖 体 结合 到 mRNA 上 ,有 利于 翻译 起 始 。RBS 的 结 
合 强度 取决 于 SD 序列 的 结构 及 其 与 起 始 密码 AUG 之 间 的 距离 。SD 与 AUG 之 间 相 距 一 
般 以 4~ 10 个 核 蔡 酸 为 佳 ,9 个 核 苷 酸 为 最 佳 。 

此 外 ,mRNA 的 二 级 结构 也 是 翻译 起 始 调控 的 重要 因素 。 因 为 核糖 体 的 30S 亚 基 必 
须 与 mRNA 结合 ,要 求 mRNA 5' 端 有 一 定 的 空间 结构 。SD 序列 的 微小 变化 ,往往 会 导致 
表达 效率 上 百倍 甚至 上 千 倍 的 差异 ,这 是 由 于 核 背 酸 的 变化 改变 了 形成 mRNA 5' 端 二 级 
结构 的 自由 能 ,影响 了 核糖 体 30S 亚 基 与 mRNA 的 结合 ,从 而 造成 了 蛋白 质 合 成 效率 上 
的 差异 。 例 如 ,ac mRNA 是 在 弱 启 动 子 的 控制 下 永久 性 合成 的 ,其 3 UTR 的 RNA 序列 
不 利于 核糖 体 的 结合 ,导致 acT mRNA 只 能 低 效 地 翻译 出 少量 Lacl 蛋白 ,保证 每 个 细胞 
里 通常 只 有 大 约 10 个 Lacl 阻 过 蛋白 的 四 聚 体 存 在 。/lacl 转录 和 Lacl 蛋白 翻译 总 是 维持 
在 低 水 平 ,这 就 保证 了 细菌 在 遇 到 乳糖 时 能 够 很 快 产生 足够 的 诱导 物 来 解除 阻 过 状态 。 


77 ”转录 后 调控 


图 7-42 抗 终止 了 
参与 大 肠 杆 沙 mm 基 
办 转录 的 调控 

当 结 合 有 NusA 的 RNA 
论 合 酶 过 到 BoxA 终止 
序列 时 ,NusB/S10 抗 
终止 因子 可 在 NusG 
的 作用 下 与 RNA 聚 台 
做 结合 ,实现 抗 终止 。 
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疼 7-43 SAM 感受 
而 核糖 开关 
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3. 核糖 开关 (riboswitch) 

有 些 mRNA 还 含有 一 种 名 为 核糖 开关 的 表达 调控 元 件 。 核 糖 开关 是 一 段 具 有 复杂 
结构 的 RNA 序列 ,在 原核 生物 中 通常 位 于 mRNA 的 5'UTR 区 域 。 与 其 他 调控 元 件 不 同 ， 
核糖 开关 能 够 感受 细胞 内 诸如 代谢 物 浓度 ,离子 浓度 ,温度 等 的 变化 而 改变 自身 的 二 级 结 
构 和 调控 功能 ,从 而 改变 基因 的 表达 状态 。 核 糖 开 关 可 能 通过 影响 转录 的 起 始 ,延伸 和 终 
止 ,或 者 通过 控制 核糖 体 与 mRNA 的 结合 ,或 者 通过 调节 mRNA 的 稳定 性 来 调控 基因 表 
达 。 在 真 核 生 物 中 ,核糖 开关 还 会 通过 控制 mRNA 的 剪 切 来 调控 基因 表达 。 

在 枯草 杆菌 (Bacillus subtilis) 中 ,许多 参与 甲 硫 氨 酸 途 径 的 基因 在 5'UTR 有 一 段 大 
约 200 bp 的 RNA 被 认为 是 SAM 感受 型 核糖 开关 (SAM-sensing riboswitch)。 在 一 些 基因 


”中 ,如 图 7-43a, 核 糖 开关 在 没有 结合 SAM 时 ,RNA 的 二 级 结构 使 得 核糖 体 结合 位 点 


(RBS) 被 暴露 在 外 ,核糖 体 结合 到 mRNA 上 开始 翻译 蛋白 质 ;而 一 旦 结合 了 SAM ,核糖 开 
关 的 二 级 结构 发 生 改变 ,与 核糖 体 相 结 合 的 RBS 被 封闭 ,蛋白 质 翻 译 就 被 抑制 。 而 在 另 
一 些 基因 中 ,SAM 感受 型 核糖 开关 一 旦 结合 了 SAM, 就 会 在 编码 区 上 游 产 生 转 录 终止 的 
构象 ,提前 终止 转录 时 7 




















枯草 杆菌 的 glmS 基因 编码 一 种 合成 6- 磷酸 葡 糖 胺 (glucosamine-6-phosphate,GleN6P) 
的 酶 ,在 glmS mRNA 的 5'UTR 序列 中 有 一 段 核 酶 (ribozyme) 结构 。 没 有 GlceN6P 结合 
该 核 酶 时 ,glms mRNA 可 以 正常 翻译 出 蛋白 质 ;而 当 翻 译 得 到 的 酶 催化 GleN6P 合成 反 
应 ,提高 了 细胞 中 GleN6P 的 浓度 时 ,GleN6P 就 与 核 酶 相 结合 ,有 活性 的 核 酶 会 切割 glms 
mRNA ,阻止 蛋白 质 翻 译 ( 44)。 
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校 酶 
gimS mRNA 
编码 区 
GimS 散 
GlcN6P 浓 度 提高 
了 
核能 
gimS mRNA 
a 
切 制 
有 些 核糖 开关 不 受 代谢 物 调节 ， 3 
但 受到 其 他 因素 的 影响 。 如 单 核 增生 六 
性 李斯 特 菌 (Listeria monocytogenes) Sa 4 # 
p64 基因 的 5 UTR 有 一 段 被 称 为 热 U-A 
敏 RNA (thermosensor RNA) 的 发 来 0.5 高 
结构 封闭 了 RBS。 当 温度 由 30 民 升 人 
高 到 37 民 时 ,发 夹 结构 会 打开 释放 出 6 
RBS, 使 pr4 基因 的 表达 水 平 提高 5 六 G Rs 
倍 ( 图 7-45)。 
7.7.2 mRNA 稳定 性 对 转录 i 

水 平 的 影响 A EE 








所 有 细胞 都 有 一 系列 核酸 酶 ,用 
来 清除 无 用 的 mRNA。 一 个 典型 的 细菌 mRNA 半衰期 为 2 ~ 3 min。mRNA 分 子 被 降解 的 
可 能 性 取决 于 它们 的 二 级 结构 。 大 肠 杆 菌 有 一 个 CsrAB 调节 系统 。CsrA 为 一 个 RNA 结 
合 蛋白 ,CsrB 是 一 个 非 编码 的 RNA 分 子 。CsrA 可 以 结合 到 受 其 调控 的 mRNA 上 ,也 可 
以 与 CsrB 的 RNA 分 子 相 结合 。 每 个 CsrB RNA 分 子 最 多 可 结合 18 个 CsrA 蛋白 。 

在 静止 期 细菌 细胞 内 , 糖 以 糖 原 的 形式 被 储藏 起 来 ;在 细胞 快速 生长 周期 ,通过 糖 酵 
解 途径 消耗 糖 ,这 两 个 过 程 的 平衡 就 是 由 CsrAB 调节 系统 来 完成 的 。CsrA 蛋白 可 激活 糖 
酵 解 过 程 并 抑制 萄 萄 糖 和 糖 原 的 合成 。 在 糖 原 合成 途径 中 ,如 果 CsrA 蛋白 结合 到 gg 基 
因 的 mRNA 分 子 上 ,该 mRNA 分 子 就 易于 受 核酸 酶 攻击 ,其 降解 过 程 加 快 ,其 作为 蛋白 质 
合成 模板 的 功能 就 受到 抑制 (外 7-46)。 
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图 7-44 ” 核 酶 型 核 


糖 开关 


图 7-45 热 敏 型 核 


糖 开关 
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图 7-46 (CsraA 得 白 
调 控 glg mRNA 的 
稳定 性 


glg mRNA i 








| A CsrB mRNA 














7.7.3 ”调节 蛋白 的 调控 作用 


细菌 中 有 些 mRNA 结合 蛋白 可 
激活 靶 基 因 的 翻译 。 大 肠 杆 菌 BipA 
蛋白 就 具有 依赖 于 核糖 体 的 GTP 
酶 活性 ,能 够 激活 转录 调控 蛋白 fis 
mRNA 的 翻译 ,是 fis 蛋白 质 合成 所 
必需 的 。 

相反 ,mRNA 特异 性 抑制 蛋白 则 
通过 与 核糖 体 竞争 性 结合 mRNA 分 
子 来 抑制 翻译 的 起 始 。 大 肠 杆菌 中 
核糖 体 蛋白 就 存在 翻译 抑制 现象 。 
rRNA 基因 正常 转录 和 翻译 ,产生 核 
糖 体 蛋白 ,由 于 这 些 蛋白 与 FTRNA 分 
子 的 亲和力 较 强 ,只 要 细胞 中 有 足 
够 的 rRNA 分 子 , 核 糖 体 蛋 白 就 不 会 
结合 到 自身 mRNA 分 子 上 。 当 细胞 
中 缺乏 足够 的 rRNA 分 子 时 ,核糖 


体 蛋 白 只 能 结合 到 自身 mRNA 分 子 上 ,导致 该 mRNA 的 RBS 被 封闭 ,蛋白质 合成 停 
止 自 747)。 这 种 机 制 保证 了 rRNA 和 核糖 体 蛋 白 在 数量 上 的 平衡 。 





鲁 7-47 核糖 体 租 


让 对 自 村 mRNA 翻 
译 的 抑制 作用 RBS 暴 起 
恒 白 质 合成 
基因 ”基因 “基因 
mRNA | Wi 






RBS 被 封闭 





如 果 细 胞 中 EE 核 精 体 蛋 白 与 
缺乏 rRNA IRNA 相 结合 


汽 需 _ 术 大 休 扯 白 与 RBs 续 合 \ 
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7.7.4 反 义 RNA 的 调节 作用 


RNA 调节 是 原核 生物 基因 表达 转录 后 调节 的 另 一 种 重要 机 制 - 细菌 响应 环境 压力 (所 
化 压力 ,渗透 压 .温度 等 ) 的 改变 ,会 产生 一 些 非 编码 的 小 RNA 分 子 , 能 与 mRNA 中 的 特 
定 序列 配对 并 改变 所 配对 mRNA 分 子 的 构象 ,导致 翻译 过 程 被 开启 或 者 关闭 ,也 可 能 导 
致 目标 mRNA 分 子 的 快速 降解 。 

细菌 铁 蛋 白 用 来 储存 细胞 中 过 剩 的 铁 离子 。bfr 基因 编码 细菌 铁 蛋 白 ,而 anti-bfr 基 
因 编 码 反 义 RNA。 培 养 基 中 铁 离子 浓度 较 低 时 ,不 需要 细菌 铁 蛋 白 ; 当 铁 离子 浓度 升 高 
时 ,就 需要 细菌 铁 蛋 白 行使 功能 。 然 而 ,细胞 中 无 论 铁 离子 浓度 高 低 ,6 基因 都 正常 转录 
成 mRNA ,而 anti-bfr 基因 的 转录 却 受到 能 够 感应 铁 离子 浓度 变化 的 Fur 蛋白 的 调控 。 细 
胞 中 铁 离子 过 多 时 ,Fur 蛋白 作为 抑制 因子 起 作用 , 关 掉 与 铁 摄取 有 关 的 众多 操纵 子 , 包 
括 anti-brf 基因 的 表达 ,使 hfr 基因 能 正常 翻译 出 细菌 铁 蛋 白 ,储存 过 剩 的 铁 离子 。 在 铁 
离子 浓度 低 时 ,anti-bfr 基因 转录 产生 大 量 反 义 RNA., 与 bfr 的 mRNA 配对 ,阻止 细菌 铁 蛋 
白 基 因 的 翻译 一 *'。 











此 外 ,大 肠 杆 菌 中 受 氧化 压力 诱导 产生 的 OxyS 和 受 低温 产生 的 Dsr4 基因 也 可 以 反 
义 RNA 的 方式 调控 多 个 基因 的 翻译 。Oxys 可 以 与 肋 M4 (编码 细菌 甲酸 盐 代 谢 中 的 转录 
激活 蛋白 )mRNA 的 核糖 体 结合 位 点 的 部 分 序列 配对 ,也 可 以 与 加 /4 编码 序列 中 的 特定 
序列 配对 ,阻止 核糖 体 的 结合 从 而 抑制 /4 mRNA 的 翻译 。DsrA 则 能 促进 编码 压力 相 
关 因子 rpoS 基因 的 翻译 。DsrA RNA 具有 3 个 茎 环 , 其 第 一 个 葵 - 环 结构 序列 与 poS 
mRNA 上 游 的 前 导 序 列 互 补 配对 ,破坏 了 pos mRNA 核糖 体 结合 位 点 序列 处 的 茎 - 环 结 
构 ,释放 核糖 体 结合 位 点 ,从 而 提高 了 翻译 效率 。 


7.7.5 稀有 密码 子 对 翻译 的 影响 
大 肠 杆菌 DNA 复制 时 闪 崎 片段 之 前 的 RNA 引物 是 由 dnaG 基因 编码 的 引物 酶 催化 
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图 7-48 反 义 RNA 
对 pr 寺 因 翻译 的 


抑制 作用 
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合成 的 ,细胞 对 这 种 酶 的 需求 量 不 大 ,而 引物 酶 过 多 对 细胞 是 有 害 的 。 已 知 dnaG 和 zpoD 
及 rpsU (30S 核糖 体 上 的 S21 蛋白 ) 属 于 大 肠 杆菌 基因 组 上 的 同一 个 操纵 子 , 而 这 3 个 基 
央 产 物 在 数量 上 却 大 不 相同 ,每 个 细胞 内 仅 有 50 个 拷贝 的 dnaG 蛋白 , 却 有 2 800 个 拷贝 
的 rpoD 蛋白 ,更 有 高 达 40 000 个 拷贝 的 rpsU 蛋白 。 细胞 通过 翻译 调控 ,解决 了 这 个 问题 。 

研究 dnaG 序列 发 现 其 中 含有 不 少 稀 有 密码 子 。 分 别 计算 大 肠 杆菌 中 25 种 结构 蛋 
白 和 dnaG、rpoD 序列 中 64 种 密码 子 的 利用 频率 ,可 以 看 出 dnaG 与 其 他 两 类 有 明显 不 
同 ' 去 ?7")。 很 明显 ,稀有 密码 子 AUA 在 高 效 表 达 的 结构 蛋白 及 c 因子 中 均 极 少 使 用 ,而 
在 表达 要 求 较 低 的 dnaG 蛋白 中 使 用 频率 就 相当 高 。 此 外 ,UCG(Ser).CCU(Pro)`.CCC(Pro)、 
ACG(Thr).CAA (Gln)、AAT(Asn) 和 AGCG(Arg) 等 7 个 密码 子 的 使 用 频率 在 不 同 蛋 白 中 也 
有 明显 差异 。 


表 7-7 几 种 蛋白 质 中 异 亮 氨 酸 密码 子 使 用 频率 比较 





蛋白 质 AUU/% AUC/% AUA/% 
结构 蛋白 37 62 1 

G 亚 基 26 74 0 
dnaG 蛋白 36 32 32 


许多 调控 蛋白 如 Lacl、AraC、TrpR 等 在 细胞 内 含量 也 很 低 ,这 些 蛋 白 的 编码 基因 中 密 
码 子 的 使 用 频率 和 dnaG 相似 ,而 明显 不 同 于 结构 蛋白 。 科 学 家 认为 ,由 于 细胞 内 对 应 于 
稀有 密码 子 的 IRNA 较 少 ,高 频率 使 用 这 些 密 码 子 的 基因 翻译 过 程 容易 受阻 ,影响 了 蛋白 
质 合成 的 总 量 - 


7.7.6 重合 基因 对 翻译 的 影响 


重合 基因 最 早 在 大 肠 杆菌 哈 菌 体 X174 中 发 现 ,例如 B 基因 包含 在 4 基因 内 ,E 基 
因 包 含 在 D 基因 内 ,用 不 同 的 阅读 方式 得 到 不 同 的 蛋白 质 。 当 时 认为 重生 基因 的 生物 学 
意义 是 它 可 以 包含 更 多 的 遗传 信息 ,后 来 发 现 丝 状 RNA 叭 菌 体 .线粒体 DNA 和 细菌 染色 
体 上 都 有 重合 基因 存在 ,暗示 这 一 现象 可 能 对 基因 表达 调控 有 影响 。 现 用 trp 操纵 子 中 的 
trpE 基因 和 trpD 基因 之 间 的 翻译 偶 联 现象 来 说 明 这 个 问题 。 
up 操纵 子 由 5 个 基因 (wpE .DC.B 4) 组 成 ,在 正常 情况 下 ,操纵 子 中 5 个 基因 产物 
是 等 量 的 ,但 trpE 突变 后 ,其 邻近 的 trpD 产量 比 下 游 的 tpB4 产量 要 低 得 多 。 研 究 trpE 
和 trpD 以 及 trpB 和 tm4 两 对 基因 中 核 苷 酸 序列 与 翻译 偶 联 的 关系 ,发 现 trph 基因 的 终 
止 密码 子 和 trpD 基因 的 起 始 密码 子 共 用 一 个 核 苷 酸 。 
apE 一 一 苏 氨 酸 一 一 葵 丙 氨 酸 一 一 终止 
ACU—UUC—UGA uggcu 
AUC 一 一 CCU 
巾 硫 氨 酸 一 一 丙 氨 酸 一 一 4 
由 于 irpE 的 终止 密码 子 与 irpD 的 起 始 密 码 重 车 ,trpE 翻译 终止 时 核糖 体 立即 处 在 起 
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始 环境 中 ,这 种 重 释 的 密码 保证 了 同一 核糖 体 对 两 个 连续 基因 进行 翻译 的 机 制 。 实 验证 
明 ,翻译 偶 联 可 能 是 保证 两 个 基因 产物 在 数量 上 相等 的 重要 手段 。 除 了 上 述 irpE 和 trpD 
基因 之 外 ,trppB 和 trpA 基因 也 存在 着 翻译 偶 联 现象 ,因为 这 两 个 基因 的 产物 等 量 存 在 于 
细胞 中 ,而 其 核 苷 酸 序 询 同样 是 重 登 的 - 

tmB 一 一 谷 氨 酸 一 一 寞 党 氨 酸 一 一 终止 

GAA—AUC—UGAuggaa 
AUG—GAA 
甲 硫 氮 酸 一 一 谷 氮 酸 一 一 pA 

此 外 ,大 肠 杆菌 gal 操纵 子 (galETK) 中 也 存在 着 一 种 基因 重 谷 现象 。galT 的 终止 密 
码 子 虽然 与 galK 的 起 始 密码 子 相 隔 3 个 核 背 酸 ,galK 基因 的 SD 序列 却 位 于 gal7 基因 终 
止 密码 子 之 前 ,尽管 这 一 现象 与 前 述 翻 译 偶 联 并 不 完全 相同 ,但 因为 核糖 体 结合 在 mRNA 
上 ,可 以 覆盖 20 个 核 背 酸 ,包括 SD 序列 和 galK 基因 的 起 始 密 码 子 ,所 以 当 galT 翻译 终 
止 时 ,核糖 体 还 没有 脱落 就 直接 与 SD 序列 结合 ,开始 galK 的 翻译 ,也 能 保证 两 个 基因 的 
等 量 翻译 ,也 是 一 种 翻译 偶 联 . 


7.7.7 ”翻译 的 阻 过 


蛋白 质 阻 过 或 激活 基因 转录 的 例子 已 经 屡见不鲜 ,那么 ,蛋白 质 是否 也 能 对 翻译 起 类 
似 的 调控 作用 呢 ? 在 大 肠 杆 菌 RNA 蜂 菌 体 QB 中 发 现 了 这 种 现象 。QB 噬菌体 基因 组 包 
含有 3 个 基因 ,从 5' 到 3' 方 向 依次 是 与 叭 菌 体 组 装 和 吸附 有 关 的 成 熟 蛋白 基因 4 .外 壳 
蛋白 基因 和 RNA 复制 酶 基因 。 当 噬菌体 感染 细菌 ,RNA 进入 细胞 后 ,这 条 称 为 (+) 链 的 
RNA 立即 作为 模板 指导 合成 复制 酶 ,并 与 宿主 中 已 有 的 亚 基 结 合 行使 复制 功能 。 但 是 ， 
QB(+)RNA 链 上 此 时 已 有 不 少 核糖 体 , 它 们 从 $' 向 3' 方向 进行 翻译 ,这 无 疑 影响 了 复制 
酶 催化 的 从 3' 向 5' 方 向 进行 的 (-) 链 合成 。 克 服 这 个 矛盾 的 办 法 便 是 由 QB 复制 酶 作为 
翻译 阻 过 物 进 行 调节 。 

体外 实验 证 明 , 纯 化 的 复制 酶 可 以 和 外 过 蛋白 的 翻译 起 始 区 结合 ,抑制 蛋白 质 的 合 
成 。 由 于 复制 酶 的 存在 ,核糖 体 便 不 能 与 起 始 区 结合 ,但 已 经 起 始 的 翻译 仍 能 继续 下 去 ， 
直到 翻译 完毕 ,核糖 体 脱落 ,与 (+)RNA 3' 端 结合 的 复制 酶 便 开始 了 RNA 的 复制 。 这 里 
复制 酶 既 能 与 外 壳 蛋 白 的 翻译 起 始 区 结合 ,又 能 与 (+) 链 RNA 的 3' 端 结合 。 序 列 分 析 表 
明 , 这 两 个 位 点 上 都 有 CUUUUAAA 序列 ,能 形成 稳定 的 蔡 - 环 结 构 , 具 备 翻译 阻 过 特征 。 


7.7.8” 魔 斑 核 音 酸 水 平 对 翻译 的 影响 


实验 证 明 ,核糖 体 蛋 白 (R 蛋白 ) 通 过 反馈 阻 过 作用 保证 所 有 R 蛋白 合成 的 协同 进行 。 
那么 ,细胞 如 何 保 证 蛋白 质 合成 的 总 速 浴 与 蛋白 质 合成 机 器 主要 成 分 rRNA 的 合成 速率 
相 一 致 ,保证 在 不 进行 蛋白 质 合 成 时 没有 RNA 的 合成 ? 起 这 个 调控 作用 的 最 早 信 号 是 不 
载 有 氨基 酸 的 IRNA。 

大 肠 杆菌 营养 缺陷 型 (wps ) 在 缺少 任何 一 种 必需 氨基 酸 的 培养 基 上 生长 时 ,不 但 
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蛋白 质 合成 速率 立即 下 降 ,RNA 合 成 速率 也 下 降 。 由 于 色 氮 酸 和 组 氨 酸 不 是 RNA 的 前 体 ， 
因此 认为 RNA 合成 速率 下 降 是 蛋白 质 合 成 受阻 后 的 次 级 反应 。 研 究 另 一 个 大 肠 杆菌 突 
变 株 发 现 , 当 氨基 酸 供应 不 足 时 ,这 个 突变 株 细胞 内 蛋白 质 合 成 虽然 停止 了 ,但 RNA 的 合 
成 速率 却 没有 下 降 。 科 学 上 把 前 一 种 现象 称 为 严 紧 控 制 (基因 型 re 六 ;后 一 种 现象 称 为 松 
散 控 制 (基因 型 re 站 )。 

re 广 和 ze 三 菌株 除 上 述 生 理 现象 不 同 之 外 ,缺乏 氨基 酸 时 re 六 菌株 能 合成 乌 苷 四 磷酸 
(ppGpp) 和 鸟 苷 五 磷酸 (pppGpp),re 广 菌株 则 不 能 合成 鸟 苷 酸 。 因 为 这 两 种 化 合 物 是 在 层 
析 谱 上 检 出 的 斑点 ,当时 称 为 魔 斑 (magic spot)。 在 旺盛 生长 的 细胞 中 有 65% ~ 90% tRNA 
是 载 有 氨基 酸 的 。 当 氨基 酸 缺 乏 时 ,不 负载 氨基 酸 的 tRNA 增多 ,这 种 不 负载 氨基 酸 的 
tRNA 仍 能 与 核糖 体 的 A 位 结合 ,核糖 体 上 不 负载 氨基 酸 的 tRNA 是 细胞 产生 严 紧 控制 的 
信和 号。 在 正常 的 蛋白 质 合 成 过 程 中 ,将 aa-tRNA 运转 到 正在 延伸 的 多 肽 上 需要 GTP, 也 
许 由 于 这 一 反应 的 停止 ,大 量 GTP 便 被 用 做 合成 魔 斑 核 苷 酸 的 前 体 。 

GTP+ATP 一 -> pppCpp+AMP 一 > ppGpp 

参与 这 个 反应 的 除 rel4 基因 所 编码 的 ATP-GTP 3' 焦 磷酸 转移 酶 外 ,还 需要 翻译 起 
始 因子 EFTu 和 EFG 等 。 虽 然 ppGpp 是 多 效 性 的 ,但 它 的 主要 作用 可 能 是 影响 RNA 聚 
合 酶 与 启动 子 结合 的 专 一 性 ,从 而 成 为 细胞 内 严 紧 控制 的 关键 。 有 人 将 ppGpp 和 cAMP 
这 类 物质 称 为 警报 素 (alarmone)。 当 细胞 缺乏 氨基 酸 时 产生 ppGpp, 可 在 很 大 范围 内 做 出 
如 抑制 核糖 体 和 其 他 大 分 子 合成 等 应 急 反应 ,活化 某 些 氨基 酸 操纵 子 的 转录 表达 ,抑制 与 
氨基 酸 运转 无 关 的 系统 ,活化 蛋白 水 解 酶 等 ,以 节省 或 开发 能 源 , 渡 过 难关 。 


思考 题 


. 简 述 代谢 物 对 基因 表达 调控 的 两 种 方式 。 
. 什么 是 操纵 子 学 说 ? 

. 简 述 乳糖 操纵 子 的 调控 模型 。 

. 什么 是 葡萄 糖 效应 ? 

什么 是 弱化 作用 ? 

简 述 抗 终止 子 的 调控 机 理 。 

简 述 反 义 RNA 的 调控 机 理 。 

简 述 原核 基因 转录 后 调控 的 不 同方 式 。 
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8.1 真 核 基 因 表 达 调 控 相 关 概 念 和 一 般 规 律 


8.1.1 基因 表达 的 基本 概念 


一 个 细胞 或 病毒 所 携带 的 全 部 遗传 信息 或 整套 基因 即 基因 组 (genome), 它 包括 每 一 
条 染色 体 和 所 有 亚 细 胞 器 的 DNA 序列 信息 。 基 因 (gene) 则 是 指 能 产生 一 条 肽 链 或 功能 
RNA 所 必需 的 DNA 片段 。 它 包括 编码 区 和 其 上 下 游 区 域 ,以 及 在 编码 片段 间 ( 外 显 子 ) 
的 间断 切割 序列 (内 含 子 )。 基 因 经 过 转录 ,翻译 ,产生 具有 特异 生物 学 功能 的 蛋白 质 分 子 
或 RNA 分 子 的 过 程 称 为 基因 表达 ( gene expression)。 基 因 表 达 是 受 内 源 及 外 源 信号 调控 
的 。 这 个 调控 的 过 程 称 为 基因 表达 调控 (gene regulation or regulation of gene expression)。 


8.1.2 真 核 基 因 的 断裂 结构 


1. 外 显 子 与 内 含 子 

Gilbert 第 一 个 用 “intron ”来 描述 存在 于 初级 转录 产物 或 基因 组 DNA 中 ,但 不 包括 在 
成 熟 mRNA、rRNA 或 tRNA 中 的 那 部 分 核 苷 酸 序列 。 现 已 查 明 ,大 多 数 真 核 基 因 都 是 由 
蛋白 质 编码 序列 和 非 蛋白 质 编码 序列 两 部 分 组 成 的 ! 才 s-0。 编 码 序 列 称 为 外 显 子 (exon)， 
非 编码 序列 称 为 内 含 子 (intron)。 在 一 个 结构 基因 中 ,编码 某 一 蛋白 质 不 同 区 域 的 各 个 外 
显 子 并 不 连续 排列 在 一 起 ,而 常常 被 长 度 不 等 的 内 含 子 所 隔离 ,形成 锐 幅 排列 的 断裂 方 
式 。 所 以 , 真 核 基 因 有 时 被 称 为 断裂 基因 (interrupted gene)。 不 同 基因 拥有 数量 和 大 小 都 
不 同 的 内 含 子 ,如 胶原 蛋白 基因 长 约 40 kh, 至 少 有 40 个 内 含 子 , 其 中 短 的 只 有 50 bp, 长 
的 可 达到 2 000 bp。 


表 8-1 不 同 真 核 生物 基因 的 平均 长 度 及 单个 基因 平均 拥有 外 显 子 数量 比较 


物种 外 显 子 数 / 基因 核 基因 平均 长 度 /kb mRNA 平均 长 度 /kb 
酵母 1 1.6 1.6 
真菌 3 1.5 15 
线虫 4 40 3.0 
果 蝇 4 11.3 2.7 
鸡 9 13.9 2.4 
哺乳 类 7 16.6 22 


许多 情况 下 ,高 等 真 核 基因 核 DNA 序列 中 对 应 于 外 显 子 的 部 分 可 能 还 不 到 10%。 
图 8-1 是 哺乳 动物 二 氧 叶酸 还 诛 酶 基因 ,全 长 25 ~ 31 kh, 但 其 6 个 外 显 子 总 长 只 有 2 kb。 
少数 基因 ,如 组 彝 白 及 w 型、 型 干扰 素 基 因 , 根 本 不 带 内 含 子 。 目 前 尚 不 清楚 内 含 子 的 
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生理 功能 , 某 些 基因 完全 除去 内 含 子 以 后 ,照样 可 以 产生 有 活性 的 mRNA; 而 另 一 些 基 因 ， 
如 SV40T 抗 原 基 因 ,一旦 除去 内 含 子 ,成 熟 mRNA 运 入 细胞 质 基质 的 过 程 就 完全 被 阻 断 。 
研究 发 现 ,只 有 真 核 生物 具有 切除 基因 中 内 含 子 ,产生 功能 型 mRNA 和 蛋白 质 的 能 力 , 原 
核 生物 一 般 不 具有 这 种 本 领 。 如 果 要 在 原核 细胞 里 表达 真 核 基因 ,必须 首先 构建 切除 内 
含 子 的 重组 基因 , 才 有 可 能 得 到 所 研究 的 但 白 质 。 

断裂 基因 的 结构 形式 为 某 些 重要 和 蛋白 质 的 编码 区 域 提供 了 进行 重组 的 潜在 位 点 ,使 
这 些 DNA 序列 有 充分 的 机 会 进行 重复 和 组 合 ,非常 有 利于 真 核 基因 的 进化 。 

2. 外 显 子 与 内 含 子 的 连接 区 

真 核 基因 断裂 结构 的 另 一 个 重要 特点 是 外 显 子 - 内 含 子 连接 区 (exon-intron junction) 
的 高 度 保守 性 和 特异 性 碱 基 序列 。 外 显 子 - 内 含 子 连 接 区 就 是 指 外 显 子 和 内 含 子 的 交界 
或 称 边界 序列 , 它 有 两 个 重要 特征 :内 含 子 的 两 端 序 列 之 间 没 有 广泛 的 同 源 性 ,因此 内 含 
子 两 端 序 列 不 能 互补 ,说 明 在 剪接 加 工 之 前 ,内 含 子 上 游 序 列 和 下 游 序 列 不 可 能 通过 碱 基 
配对 形成 发 夹 式 二 级 结构 。 外 显 子 - 内 含 子 连接 区 序列 虽然 很 短 ,但 却 是 高 度 保守 的 , 因 
此 ,该 序列 可 能 与 剪接 机 制 密切 相关 ,是 RNA 剪接 的 信号 序列 。 我 们 将 在 初级 转录 产物 
的 加 工 这 一 节 中 做 详细 介绍 。 

序列 分 析 表 明 ,几乎 每 个 内 含 子 $' 端 起 始 的 两 个 碱 基 都 是 GT, 而 3' 端 最 后 两 个 碱 
基 总 是 AG, 由 于 这 两 个 碱 基 的 高 度 保守 性 和 广泛 性 ,有 人 把 它 称 为 GT-AG 法 则 , 即 : 
5' GT……AG 3'。 由 于 内 含 子 两 末端 的 序列 不 同 , 可 定向 标明 内 含 子 的 两 个 末端 ,根据 剪 
接 加 工 过 程 沿 内 含 子 自 左 向 右 进行 的 原则 ,一 般 将 内 含 子 5' 端 接头 序列 称 为 左 剪 接 位 点 ， 
3' 端 接 头 序列 称 为 右 剪 接 位 点 ,有 时 也 将 前 者 称 为 供 体位 点 (donor site), 将 后 者 称 为 受 体 
位 点 (acceptor site)。 

外 显 子 - 内 含 子 连接 区 的 保守 序列 几乎 存在 于 所 有 高 等 真 核 生物 基因 中 ,表明 可 能 
存在 着 共同 的 剪接 加 工 机 制 。 但 是 在 线粒体 基因 和 酵母 tRNA 基因 中 不 存在 这 类 保守 序 
列 , 暗 示 存 在 着 不 同类 型 的 加 工 剪 接 过 程 。 

3. 外 显 子 与 内 含 子 的 可 变调 控 

在 基因 转录 ,加 工 产 牛 成 熟 mRNA 分 子 时 ,内 含 子 通过 剪接 加 工 被 去 掉 , 保 留 在 成 熟 
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图 8-1 


哺乳 动物 


二 氧 叶 酸 还 原 酶 的 


基 央 结构 
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图 8-2 不 同 外 显 
子 的 使 用 导致 a- 
淀粉 酶 基因 在 不 同 
组 织 中 的 表达 差异 
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mRNA 分 子 中 的 外 显 子 被 拼接 在 一 起 ,最 终 被 翻译 成 蛋白 质 。 因 此 通过 反 转 录 酶 的 作用 ， 
由 成 熟 mRNA 产生 的 cDNA 分 子 中 ,只 含有 外 显 子 , 没 有 内 含 子 。 

初级 转录 产物 内 含 子 与 外 显 子 边界 序列 在 剪接 酶 或 RNA 本 身 的 作用 下 ,发生 的 磷酸 
二 酯 键 断裂 ,并 产生 连接 两 个 外 显 子 的 化 学 键 。 有 些 真 核 基 因 , 如 肌 红 和 蛋白 重 链 基因 虽 有 
41 个 外 显 子 , 却 能 精确 地 剪接 成 一 个 成 熟 的 mRNA ,我 们 称 这 种 方式 为 组 成 型 剪接 。 一 
个 基因 的 转录 产物 通过 组 成 型 剪接 只 能 产生 一 种 成 熟 的 mRNA ,编码 一 个 多 肽 。 但 是 ,有 
不 少 真 核 基因 的 初级 转录 产物 可 通过 不 同 的 剪接 方式 ,产生 不 同 的 mRNA ,并 翻译 成 不 同 
的 蛋白 质 。 另 外 一 些 核 基因 由 于 转录 时 选择 了 不 同 的 启动 子 ,或 者 在 转录 产物 上 选择 不 
同 的 多 (A) 位 点 而 使 初级 转录 物 具 有 不 同 的 二 级 结构 ,因而 影响 剪接 过 程 ,最 终 产生 不 同 
的 mRNA 分 子 。 同 一 基因 的 转录 产物 由 于 不 同 的 前 接 方式 形成 不 同 mRNA 的 过 程 称 为 
选择 性 剪接 。 

小 鼠 淀 粉 酶 基因 表达 的 组 织 特异 性 变化 就 是 选择 性 剪接 的 典型 例子 ' 外 5-21。 人 们 已 
知 在 小 鼠 肝 和 唾液 腺 中 都 合成 这 个 酶 , 且 由 同一 个 基因 编码 。 在 这 两 种 组 织 中 ,淀粉 酶 
mRNA 的 编码 序列 完全 相同 ,但 5' 端 起 始 部 分 长 度 不 同 。 淀 粉 酶 的 编码 序列 起 始 于 第 2 
号 外 显 子 , 该 外 显 子 与 其 余 一 系列 外 显 子 相 连 ,形成 完整 的 编码 序列 。 但 不 同 组 织 中 不 编 
码 蛋 白质 的 第 1 号 外 显 子 的 序列 不 相同 。 在 肝 中 ,mRNA 5' 端的 161 个 碱 基 是 由 位 于 第 
2 号 外 显 子 转录 起 始点 上 游 4 500 bp 处 的 工 外 显 子 编码 的 。 在 唾液 腺 中 ,mRNA 5' 端的 
50 个 碱 基 是 由 位 于 转录 起 始点 上 游 7 300 bp 处 的 S 外 显 子 编码 的 。 这 样 ,L 外 显 子 和 S 
外 显 子 分 别 为 淀粉 酶 mRNA 提供 了 不 同 的 起 始 序列 。 事 实 上 ,L 外 显 子 只 是 唾液 腺 淀粉 
酶 基因 中 内 含 子 序列 的 一 部 分 ,将 在 mRNA 成 熟 过 程 中 被 切除 。 有 实验 证 明 , 由 S 外 显 
子 起 始 的 转录 产物 是 由 工 外 显 子 起 始 转录 产物 的 100 倍 以 上 。 由 于 一 个 基因 的 内 含 子 成 
为 另 一 个 基因 的 外 显 子 ,形成 基因 的 差异 表达 ,这 是 真 核 基因 断 裂 结构 的 一 个 重要 特点 。 
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8.1.3 ”基因 家 族 


在 原核 细胞 中 ,密切 相关 的 基因 往往 组 成 操纵 子 , 并 且 以 多 顺 反 子 mRNA 的 方式 进 
行 转录 ,整个 体系 被 置 于 一 个 启动 子 的 控制 之 下 。 真 核 细胞 的 DNA 是 单 顺 反 子 结构 ,很 
少 出 现 置 于 一 个 启动 子 控制 之 下 的 操纵 子 。 真 核 细胞 中 许多 相关 的 基因 常 按 功能 成 套 组 
合 ,被 称 为 基因 家 族 (gene family)。 同 一 家 族 中 的 成 员 有 时 紧密 地 排列 在 一 起 ,成 为 一 个 
基因 簇 ;但 更 多 的 时 候 ,它们 分 散在 同一 染色 体 的 不 同 部 位 ,甚至 位 于 不 同 的 染色 体 上 , 具 
有 各 自 不 同 的 表达 调控 模式 。 

1. 简单 多 基因 家 族 

简单 多 基因 家 族 中 的 基因 一 般 以 串联 方式 前 后 相连 。 在 大 肠 杆菌 中 ,16S、23S 和 
SS rRNA 基因 联合 成 一 个 转录 单位 ,各 种 rRNA 分 子 都 是 从 这 个 转录 单位 上 剪 切 下 来 
的 和 9%-W。 事实 上 ,细菌 中 所 有 rRNA 和 部 分 tRNA 都 来 自 这 个 沉降 系数 为 30S ( 约 6 500 
个 核 苷 酸 ) 的 前 rRNA。 初级 转录 产物 首先 被 特异 性 甲 基 化 ,然后 分 别 经 RNase 页、 
RNase P 和 RNase E 在 特定 位 点 切 开 ,生成 17S rRNA 、tRNA 、25S rRNA 和 SS rRNA 前 体 
分 子 , 最 后 由 特定 核酸 酶 降解 部 分 非 必需 序列 ,得 到 成 熟 的 16S rRNA .tRNA .23S rRNA 和 
5S rRNA。 参与 前 rRNA 降解 成 熟 过 程 的 RNase P 是 一 个 核 酶 。 基 因 组 分 析 表 明 ,大 肠 杆 
菌 中 共有 7 个 这 样 的 拷贝 ,每 一 个 拷贝 中 只 有 tRNA 基因 的 种 类 数量 和 存在 部 位 有 些 变 
化 。 个 别 拷贝 中 SS rRNA 基因 下 游 还 发 现 了 部 分 共同 转录 的 tRNA 基因 。 





























(b) 甲 基 | 
+ ED [于 
178 tRNA 23S 
(c) [mm 核酸 本 降解 
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在 真 核 生物 中 ,前 rRNA 转录 产物 的 沉降 系数 为 45S( 约 有 14 000 个 核 苷 酸 ), 包 括 
18S.28S 和 5.8S 三 个 主要 rRNA 分 子 。 前 rRNA 分 子 中 至 少 有 100 处 被 甲 基 化 (主要 是 
核糖 的 2-OH 甲 基 化 ), 初 级 转录 产物 也 被 特异 性 RNA 酶 切割 降解 ,产生 成 熟 rRNA 分子。 
这 个 过 程 需要 snoRNAs 的 参与 四 8-4 5S rRNA 作为 一 个 独立 的 转录 单位 ,由 RNA 聚合 
酶 而 (而 不 是 聚合 酶 1) 完成 转录 。 
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图 8-3 细 获 中 NA 
基因 家 族 各 成 员 的 分 
布 与 成 熟 过 程 分 析 


297 


图 8-4 疹 检 动 物 
中 rRNA 基因 家 族 
主要 成 员 的 分 布 与 
成 熟 过 程 分 本 


图 8-5 复杂 的 多 
基因 家 族 
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前 rRNA 转录 物 L_ | | 
18S 5.8S 28S 
(a) | 甲 基 化 
甲 基 
(b) 切割 
| 成 熟 TRNA 
| 18SrRNA 5.8SrRNA 28S rRNA 
2. 复杂 多 基因 家 族 


复杂 多 基因 家 族 一 般 由 几 个 相关 基因 家 族 构成 ,基因 家 族 之 间 由 间隔 序列 隔 开 ,并 作 
为 独立 的 转录 单位 。 现 已 发 现存 在 不 同形 式 的 复杂 多 基因 家 族 。 

在 海胆 的 组 蛋白 基因 家 族 中 ‘时 *51,5 个 分 别 编码 不 同 组 蛋白 的 基因 处 于 一 个 约 为 
6 000 bp 的 片段 中 ,分 别 被 间隔 序列 所 隔 开 。 这 5 个 基因 组 成 的 串联 单位 在 整个 海胆 基 
因 组 中 重复 多 达 1 000 次 。 串 联 单位 中 的 每 一 个 基因 分 别 被 转录 成 单 顺 反 子 RNA, 这 些 
RNA 都 没有 内 含 子 ,而 且 各 基因 在 同一 条 DNA 链 上 按 同一 方向 转录 ,每 个 基因 的 转录 与 
翻译 速度 都 受到 调节 。 组 蛋白 只 有 在 适合 于 染色 体 复 制 的 情况 下 才 大 量 合成 ,并 且 所 合 
成 的 BA、H:B、H; 和 H, 物质 的 量 (mol) 相等 ,Hi 的 量 恰 好 是 前 者 的 一 半 , 正 符合 染色 体 
组 蛋白 的 实际 比例 -研究 还 表明 ,在 一 个 特定 的 细胞 中 ,并非 所 有 串联 的 单位 都 得 到 转录 。 
胚胎 发 育 的 不 同 阶段 或 不 同 组 织 中 ,有 不 同 的 串联 单位 被 转录 ,暗示 可 能 存在 具有 不 同 专 
一 性 的 组 蛋白 亚 类 和 发 育 调控 机 制 。 





[ 








组 蛋白 Hi Hs H2B H; H2A HI 

(海胆 ) 、 Pe 二 Cs | 
重复 单位 

组 蛋白 日 H3 Ha H2A H2B 

( 果 蝇 ) ”一 一 eR ee vv 
重复 单位 








果 蝇 tRNA 基因 家 族 具有 两 个 海胆 组 蛋白 家 族 所 没有 的 特点 , 那 就 是 在 基因 家 族 中 
含有 3 个 tRNAY 基因 ,而 且 基 因 家 族 中 的 每 个 基因 都 单独 按 各 自 的 方向 进行 转录 。 

3. 发 育 调控 的 复杂 多 基因 家 族 

血红 蛋白 是 动物 体内 输送 分 子 氧 的 主要 载体 ,由 2a28 组 成 的 四 聚 体 加 上 一 个 血红 素 
辅 基 (结合 铁 原子 ) 后 形成 功能 性 血红 蛋白。 已 知 所 有 动物 物种 中 血红 蛋白 基因 的 基本 结 
构 都 相同 由 $5%1。 然 而 ,在 生物 个 体 发 育 的 不 同 阶段 , 却 出 现 几 种 不 同形 式 的 a 和 B 亚 基 。 
人 a- 珠 蛋 白 基 因 艇 位 于 16 号 染色 体 短 臂 上 , 占 30 kb 左右 ,其 中 上 为 胚胎 期 基因 ! 志 -2)。 
8- 珠 蛋 白 基 因 簇 位 于 11 号 染色 体 短 辟 上 , 占 50~ 60 kh, 其 中 e 为 胚胎 期 基因 ,C, 和 4， 
为 胎儿 期 基因 ,5 和 为 成 人 期 基因 "。 
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长 度 /bp 142~145 116~130 222 573~904 216~255 
在 蛋白 中 5' 非 翻 详 区 31~104AA 第 105AAC 端 


的 位 置 + 编码 区 1~30AA +3' 非 翻译 区 


图 8-6 珠 盘 扑 某 因 的 基本 结构 (以 人 的 太 珠 机 日 基因 结构 为 例 ) 





f= - | 图 8-7 人 体 发 育 
过 程 中 不 同类 型 1- 
珠 重 白 的 含量 变化 
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受精 后 的 周 数 
表 8-2 不 同 发 育 阶 段 血 红 盘 白 亚 型 
发 育 阶段 组 ”成 
是 胎 期 (8 周 以 前 ) Ges bys A ae, 
胎儿 期 (8~ 41 周 ) ny 
成 人 期 (出 生 以 前 ) as6, 和 mp。 


胚胎 期 类 a- 珠 蛋 白 , 最 先 以 总 型 出 现 ,以 后 逐渐 被 5 型 所 取代 。 在 胎儿 期 有 两 类 等 
分 子 数 B 型 链 , 即 6, 型 和 A, 型 链 (在 肽 链 的 同一 位 点 上 ,一 条 链 含有 甘氨酸 , 另 一 条 含有 
两 氨 酸 )。 因 此 ,胚胎 型 血红 蛋白 中 含有 两 个 所 型 链 和 两 个 & 型 B 链 ( 即 252e,)。 新 生 
儿 出 生 后 ,98% 的 血红 蛋白 中 含有 两 个 a 亚 单位 和 两 个 B 亚 单位 ,2% 的 血红 蛋白 含 两 个 
tn 亚 单位 和 两 个 8 亚 单位 。 在 每 个 基因 家 族 中 ,基因 排列 的 顺序 就 是 它们 在 发 育 阶段 的 
表达 顺序 9*…*。 


图 8-8 人 细胞 中 


4 和- 珠 蛋 由 基因 
$2 Ye Yay Wa aa a, 族 结构 
LE 王 号 呈  saa  gsm mm w 闲 彼 白 基因 伟 | 


€ G, Ar yp 6 Bb 
-2 珠 蛋白 基 因 入 


园 胚胎 期 基因 国 成 人 期 基因 
国 胎儿 期 基因 口 假 基因 
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原始 鱼 类 , 海 乔 及 昆虫 只 有 单个 珠 蛋白 基因 ,两 柄 类 的 xc 和 有 基因 则 紧密 地 连锁 在 同 
一 条 染色 体 上 ,而 低 等 哺乳 动物 和 乌 类 的 a 和 基因 有 多 种 亚 型 ,基因 家 族 分 别 位 于 不 同 
的 染色 体 上 -。 进化 观点 认为 ,原始 珠 熏 白 大 约 产生 于 8 亿 年 前 ,由 单 基因 编码 ,现代 珠 蛋 
白 基 因 家 族 是 由 同一 个 原始 基因 通过 一 系列 重复 .突变 和 转 位 演变 而 成 的 。 原 始 生 物 的 
体积 都 很 小 ,虽然 只 有 一 个 血红 蛋白 亚 基 , 运 氧 能 力 有 限 , 但 也 能 满足 生理 功能 的 需要 。 
随 着 物种 的 进化 ,动物 体积 相对 变 大 ,对 和 氧 的 需求 量 越 来 越 大 ,在 这 一 进化 压力 下 ,血红 
蛋白 基因 通过 自发 突变 产生 杂 合 基因 ,编码 出 对 氧 的 结合 和 释放 能 力 要 大 大 高 于 单 分 子 
血红 蛋白 的 四 聚 体 。 在 哺乳 动物 的 进化 过 程 中 ,两 条 1 链 基因 又 发 生 突变 和 重复 ,形成 了 
胎儿 中 = 和 ? 型 珠 蛋白 。 胎 儿 血 红 蛋 白 对 氧 的 亲和力 比 成 人 更 大 ,因而 有 利于 胎儿 的 快 
速 发 育 。 


8.1.4 基因 表达 的 方式 和 特点 


1. 基因 表达 的 方式 

根据 对 刺激 的 反应 模式 ,可 分 为 组 成 性 表达 和 选择 性 表达 两 大 类 。 

某 些 基因 在 个 体 的 所 有 细胞 中 持续 表达 ,这 些 基 因 即 为 管家 基因 ,其 表达 模式 又 被 称 
为 组 成 性 基因 表达 (constitutive gene expression)。 管 家 基因 通常 具备 以 下 特点 :中 是 细胞 
结构 和 代谢 过 程 中 所 必需 的 基因 ,例如 编码 rRNA 、 肌 动 蛋白 、 微 管 蛋白 等 的 基因 ;四 通常 
能 够 保持 较 高 的 表达 量 。 根 据 这 些 特点 ,实验 研究 中 常 把 rRNA 、. 肌 动 蛋白 或 微 管 蛋白 基 
因 作为 RT-PCR 的 对 照 。 

在 特定 环境 信号 刺激 下 ,相应 的 基因 被 激活 ,基因 表达 产物 增加 ,这 种 基因 称 为 可 
诱导 基因 (inducible gene)。 而 如 果 基 因 被 环境 信和 号 所 被 抑制 ,这 种 基因 就 是 可 阻 遇 基因 
(repressible gene)。 基 因 表 达 调控 大 多 数 是 对 这 些 基 因 的 转录 和 翻译 速率 的 调节 ,从 而 导 
致 其 编码 产物 的 水 平 发 生 改 变 并 影响 其 功能 。 

2. 基因 表达 的 时 空 特异 性 

基因 表达 的 时 间 特 异性 (temporal specificity), 即 按 功能 需要 , 某 一 特定 基因 的 表达 严 
格 按 特定 的 时 间 顺 序 发 生 。 多 细胞 生物 基因 表达 的 时 间 特 异性 又 称 阶 段 特 异性 (stage 
specificity)。 时 间 特 异性 基因 表达 普遍 存在 于 各 种 生命 过 程 中 ,例如 上 一 节 所 提 及 的 人 体 
不 同类 型 珠 蛋白 基因 的 表达 ,就 是 根据 人 体 发 育 过 程 中 不 同 阶段 的 需要 在 特定 的 时 段 特 
异 表达 。 

基因 表达 的 空间 特异 性 (spatial specificity), 是 指 在 个 体 生长 过 程 中 , 某 种 基因 产物 
按 不 同 组 织 空间 顺序 出 现 。 基 因 表 达 伴 随时 间 顺 序 所 表现 出 的 这 种 分 布 差异 ,实际 上 是 
由 细胞 在 不 同 器 官 的 分 布 所 决定 的 。 所 以 ,空间 特异 性 又 称 细胞 或 组 织 特异 性 (cell or 
tissue specifieity)。 空 间 特 异性 的 基因 表达 也 普遍 存在 于 动 ,植物 生长 发 育 的 各 个 阶段 ,如 
果 蝇 胚胎 发 育 中 许多 调节 体 节 形 成 的 基因 表达 均 呈 现 出 显著 的 组 织 特异 性 。 基 因 表 达 
调控 能 够 维持 细胞 的 增殖 、 分 化 ,维持 个 体 的 生长 ,发育 ,有 助 于 生物 体 更 好 地 适应 外 界 
环境 变化 。 
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8.1.5 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


真 核 生物 和 原核 生物 在 基因 表达 调控 上 的 巨大 差别 是 由 两 者 基本 生活 方式 不 同 
所 决定 的 。 原 核 生物 一 般 为 自由 生活 的 单 细胞 ,只 要 环境 条 件 合 适 ,养料 供应 充分 ， 
它们 就 能 无 限 生长 ,分裂 ,因此 ,它们 的 调控 系统 就 是 要 在 一 个 特定 的 环境 中 为 细胞 
创造 高 速生 长 的 基础 ,或 使 细胞 在 受到 损伤 时 ,尽快 得 到 修复 。 它 们 主要 是 通过 转录 
调控 ,以 开启 或 关闭 某 些 基 因 的 表达 来 适应 环境 条 件 ( 主 要 是 营养 水 平 的 变化 )。 环 
境 因子 往往 是 调控 的 诱导 物 , 群 体 中 每 个 细胞 对 环境 变化 的 反应 都 是 直接 和 基本 一 
致 的 。 

真 核 生 物 ( 除 酵母 .藻类 和 原生 动物 等 单 细 胞 类 之 外 ) 主 要 由 多 细胞 组 成 ,每 个 真 核 细 
胞 所 携带 的 基因 数量 及 总 基因 组 中 蕴藏 的 遗传 信息 量 都 大 大 高 于 原核 生物 ,如 人 类 细胞 
单 倍 体 基 因 组 就 包含 有 3x10 bp 总 DNA, 约 为 大 肠 杆菌 总 DNA 的 800 倍 ,是 噬菌体 总 
DNA 的 10 万 倍 左右 ! 真 核 生物 基因 组 DNA 中 有 许多 重复 序列 ,基因 内 部 还 常 插入 不 翻 
译 成 蛋白 质 的 序列 ,都 影响 了 真 核 基因 的 表达 。 真 核 生 物 的 DNA 还 常 与 蛋白 质 (包括 组 
蛋白 和 非 组 蛋白 ) 结 合 , 形 成 十 分 复杂 的 染色 质 结构 。 染 色 质 构象 的 变化 .染色 质 中 蛋白 
质 的 变化 及 染色 质 对 DNA 酶 敏感 程度 的 变化 等 都 会 对 基因 表达 产生 重要 影响 。 此 外 , 真 
核 生物 染色 质 被 包 里 在 细胞 核 内 ,基因 的 转录 ( 核 内 ) 和 翻译 (细胞 质 基质 内 ) 被 核 膜 所 隔 
开 , 核 内 RNA 的 合成 与 转运 ,细胞质 基质 中 RNA 的 剪接 和 加 工 等 无 不 扩大 了 真 核 生物 基 
因 调 控 的 范围 ,使 真 核 生物 基因 调控 达到 了 原核 生物 所 不 可 能 拥有 的 深度 和 广度 。 对 大 
多 数 真 核 细胞 来 说 ,基因 表达 调控 的 最 明显 特征 是 能 在 特定 时 间 和 特定 的 细胞 中 激活 特 
定 的 基因 ,从 而 实现 “预定 " 的 有 序 的 ,不 可 逆转 的 分 化 发 育 过 程 , 并 使 生物 的 组 织 和 器 
官 保持 正常 功能 。 

真 核 生 物 基因 调控 可 分 为 两 大 类 ,第 一 类 是 瞬时 调控 或 称 可 逆 性 调控 , 它 相 当 于 原 
核 细胞 对 环境 条 件 变化 所 做 出 的 反应 ,包括 某 种 底 物 或 激素 水 平 升降 时 ,或 细胞 周期 不 
同 阶段 中 酶 活性 的 调节 ;第 二 类 是 发 育 调控 或 称 不 可 逆 调 控 , 是 真 核 基因 调控 的 精 复 部 
分 , 它 决定 了 真 核 细胞 生长 .分 化 发育 的 全 部 进程 。 根 据 基因 调控 在 同一 事件 中 发 生 
的 先后 次 序 , 又 可 将 其 分 为 转录 水 平 调控 (transcriptional regulation) 及 转录 后 水 平 调控 
(post-transcriptional regulation), 前 者 可 以 分 为 遗传 水 平 的 DNA 调控 和 表 观 遗传 水 平 的 染 
色 质 调控 ,后 者 又 进一步 分 为 RNA 加 工 成 熟 过 程 (RNA processing) 的 调控 、 翻 译 水 平 的 
调控 (translational regulation) 及 蛋白 质 加 工 水 平 (protein maturation and processing) 的 调控 
等 "ou 

研究 基因 调控 主要 回答 3 个 问题 : 

(1) 什么 是 诱发 基因 转录 的 信和 号? 

(2) 基因 调控 主要 是 在 哪 一 步 (模板 DNA 的 转录 、mRNA 的 成 熟 或 蛋白 质 合 成 ) 实 
现 的 ? 

(3) 不 同 水 平 基因 调控 的 分 子 机 制 是 什么 ? 
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图 8-9 ” 真 核 基因 表 
达 调 控 的 主要 步骤 
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8.2 真 核 基因 表达 的 转录 水 平 调控 


真 核 细胞 与 原核 细胞 在 基因 转录 ,翻译 及 DNA 的 空间 结构 方面 存在 如 下 差异 : 

(1) 在 真 核 细胞 中 ,一 条 成 熟 的 mRNA 链 只 能 翻译 出 一 条 多 肽 链 ,原核 生物 中 常见 的 
多 基因 操纵 子 形式 在 真 核 细胞 中 比较 少见 。 

(2) 真 核 细胞 的 DNA 与 组 蛋白 和 大 量 非 组 蛋白 结合 ,只 有 一 小 部 分 DNA 是 裸露 的 。 

(3) 高 等 真 核 细 胞 DNA 中 大 部 分 不 转录 , 真 核 细胞 中 有 一 部 分 由 几 个 或 几 十 个 碱 基 
组 成 的 DNA 序列 ,在 整个 基因 组 中 重复 几 百 次 甚至 上 百 万 次 。 此 外 ,大 部 分 真 核 细胞 的 
基因 中 间 还 存在 不 被 翻译 的 内 含 子 。 

(4) 真 核 生物 能 够 有 序 地 根据 生长 发 育 阶段 的 需要 进行 DNA 片段 重 排 ,还 能 在 需要 
时 增加 细胞 内 某 些 基因 的 拷贝 数 ,这 种 能 力 在 原核 生物 中 也 是 极为 鲜 见 的 。 

(5) 在 原核 生物 中 ,转录 的 调节 区 都 很 小 ,大 都 位 于 转录 起 始 位 点 上 游 不 远 处 ,调控 蛋 
白 结合 到 调节 位 点 上 可 直接 促进 或 抑制 RNA 聚合 酶 对 它 的 结合 。 在 真 核 生 物 中 ,基因 转 
录 的 调节 区 则 大 得 多 ,它们 可 能 远离 核心 启动 子 几 百 个 甚至 上 千 个 碱 基 对 。 虽 然 这 些 调 
节 区 也 能 与 蛋白 质 结合 ,但 是 并 不 直接 影响 启动 子 区 对 于 RNA 聚合 酶 的 接受 程度 ,而 是 
通过 改变 整个 所 控制 基因 5' 上 游 区 DNA 构 型 来 影响 它 与 RNA 聚合 酶 的 结合 能 力 。 

(6) 真 核 生物 的 RNA 在 细胞 核 中 合成 ,只 有 经 转运 穿 过 核 膜 ,到 达 细 胞 质 基 质 后 , 才 
能 被 翻译 成 蛋白 质 。 原 核 生 物 中 不 存在 这 样 严格 的 空间 间隔 。 

(7) 许多 真 核 生物 的 基因 只 有 经 过 复杂 的 成 熟 和 剪接 过 程 ,才能 被 顺利 地 翻译 成 蛋 
白质 。 


8.2.1 真 核 基因 的 一 般 结构 特征 


一 个 完整 的 真 核 基因 ,不 但 包括 编码 区 (coding region), 还 包括 $ 和 3' 端 长 度 不 等 的 
特异 性 序列 ,它们 虽然 不 编码 氨基 酸 , 却 在 基因 表达 的 过 程 中 起 着 重要 作用 ' 久 *-'0,。 基 
因 转 录 调 节 的 基本 要 素 包括 顺 式 作用 元 件 (cis-acting element)\ 反 式 作用 因子 (trans-acting 
factor) 和 RNA 聚合 酶 (RNA polymerase) "5-11), 
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加 帽 位 点 5'm’GpppNp 外 显 子 1.23( 编 码 区 ) 
信号 肽 序列 







内 含 子 边界 5GT3'AG 


译 停止 
TAA/TAG/TGA 
翻译 起 始 
植物 SAANNATGG 
动物 ”人 NNATGG 


TATA 区 加 polyA 信号 
植物 T GTATA 人 Al CA 植物 N ATAAI- 
动物 TATA 无 丑 动物 AATAAA 

植物 后 A2s NGA24 全 人 
动物 GG FCAATCT 




















顺 式 作用 元 件 是 指 启动 子 和 基因 的 调节 序列 。 主 要 包括 启动 子 ,增强 子 (enhancer)、 
沉默 子 (silencer) 等 。 反 式 作 用 因子 是 指 能 够 结合 在 顺 式 作 用 元 件 上 调控 基因 表达 的 蛋 
白质 或 者 RNA。RNA 上 聚合 酶 是 催化 基因 转录 最 主要 的 酶 。 原 核 生物 只 有 一 种 RNA 聚 
合 酶 , 真 核 生 物 有 3 种 RNA 聚合 酶 ,催化 转录 不 同 RNA 产物 。 由 于 真 核 生物 3 种 RNA 
聚合 酶 中 ,只 有 RNA 聚合 酶 开 能 够 转录 信使 RNA 前 体 ,并 在 加 工 成 熟 后 按照 三 联 子 密 码 
的 原理 翻译 成 蛋白 质 产物 ,我 们 在 这 里 主要 讨论 RNA 聚合 酶 开 的 基因 转录 及 其 调控 过 
程 。 启 动 子 ,调节 序列 和 调节 蛋白 通过 DNA- 蛋白 质 相互 作用 、 蛋 白质 - 蛋白 质 相互 作用 
影响 RNA 聚合 酶 活性 。 
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图 8-10 直 核 基因 
的 一 般 构 造 示 意图 


图 8-11 转录 调控 
模式 
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网 8-l2 RNA 聚 合 
隋 呈 在 反 基 轩 启 动 
天 区 与 各 种 入 店 质 
因子 结合 形成 转 并 
起 始 复 合 物 小 意图 
TBP:TATA 区 结合 蛋 
白 (TATA-box binding 
protein) 

TAF:TBP 相关 因子 
(TBP associated factors) 
TF JI :pol 用 相关 转录 
因子 (pol ] associated 
TF) 
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1. 启动 子 

真 核 基 因 启 动 子 由 核心 启动 子 和 上 游 启 动 子 两 个 部 分 组 成 ,是 在 基因 转录 起 始 位 点 
(+1) 及 其 $ 上游 100 ~ 200 bp 以 内 的 一 组 具有 独立 功能 的 DNA 序列 ,每 个 元 件 长 度 为 
7~ 20bp, 是 决定 RNA 聚合 酶 王 转 录 起 始 位 点 和 转录 频率 的 关键 元 件 。 

(1) 核心 启动 子 (core promoter) 是 指 保证 RNA 聚合 酶 开 转 录 正 常 起 始 所 必需 的 .最 
少 的 DNA 序列 ,包括 转录 起 始 位 点 及 转录 起 始 位 点 上 游 -25 ~ -30 bp 处 的 TATA 区 。 核 
心 启动 子 单独 起 作用 时 ,只 能 确定 转录 起 始 位 点 并 产生 基础 水 平 的 转录 。 

(2) 上 游 启 动 子 元 件 (upstream promoter element,UPE) 包括 通常 位 于 -70 bp 附近 的 
CAAT 区 (CCAAT) 和 GC 区 (GGGCGG) 等 ,能 通过 TF I D 复合 物 调节 转录 起 始 的 频率 ， 
提高 转录 效率 。 

2. 转录 模板 

包括 从 转录 起 始 位 点 到 RNA 聚合 酶 开 转 录 终 止 处 的 全 部 DNA 序列 。 

3， RNA 聚合 酶 I 

RNA 聚合 酶 了 是 一 类 能 够 直接 或 间接 与 启动 子 核心 序列 TATA 区 特异 结合 ,并 启动 
转录 的 调节 蛋白 。RNA 聚合 酶 呈 在 转录 因子 帮助 下 ,形成 转录 起 始 复 合 物 。RNA 聚合 酶 
开 由 至 少 10 ~ 12 个 亚 基 组 成 ,各 亚 基 的 相对 分 子 质量 在 1 x 10' ~ 2.4 x 10 ,有 些 亚 基 也 在 
聚合 酶 [ 、 亚 中 共用 。 其 中 2.4 x 10’ 最 大 亚 基 的 羧基 末端 含有 由 7 个 氨基 酸 残 基 (Tyr-Ser- 
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) 组 成 的 多 磷酸 化 位 点 重复 序列 , 称 为 凑 基 末端 结构 域 (CTD)。 

4. RNA 聚合 酶 开 基 础 转录 所 需 的 蛋白 质 因 子 (以 “TF 1" 表示 ) 

在 生理 条 件 下 ,RNA 聚合 酶 下 转录 某 个 基因 时 通常 需要 与 20 种 以 上 的 蛋白 质 因 子 
结合 形成 转录 起 始 复合 物 ' 丫 *02。TF ID、TFIB 和 TFIF 与 RNA 聚 合 酶 I 可 在 启 
动 子 上 形成 最 初级 复合 物 , 开 始 转录 mRNA, 加 入 TF IE 和 TF fH 后 形成 完整 的 转录 
复合 物 并 转录 出 长 链 RNA, 加 入 TF T A 可 进一步 提高 转录 效率 。RNA 聚合 酶 开 沿 模板 
滑动 时 ,TF ID 及 TF 了 [A 滞留 在 转录 起 始 位 点 上 ,其 他 因子 随 聚 合 酶 向 模板 DNA 的 3/ 
端 移动 。 

关于 RNA 聚合 酶 如何 整合 成 为 转录 起 始 复合 物 从 而 发 挥 作用 ,目前 有 两 种 假说 ， 
一 种 认为 是 一 步 结合 , 另 一 种 认为 是 分 步 结 合 。“ 一 步 结 合 ” 论 者 认为 ,RNA 聚合 酶 I 先 
同 大 量 的 转录 因子 和 转录 相关 蛋白 结合 
成 转录 复合 体 ,然后 在 TATA 区 结合 蛋白 
(TBP) 的 帮助 下 结合 到 DNA 上 ,起 始 基 因 
转录 。“ 分 步 结 合 "理论 则 认为 ,在 起 始 转 
录 的 过 程 中 ,TATA 区 结合 蛋白 (TBP) 和 
11 个 TBP 相关 因子 先后 结合 到 TATA 区 

下 A 上 ,最 终 构 成 有 功能 的 转录 起 始 复 合 物 , 起 
| | 始 靶 基因 转录 。 通 常情 况 下 ,TF I B 首先 
与 DNA 结合 ,使 RNA 聚合 酶 更 接近 所 生 
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成 RNA 与 RNA 聚合 酶 分 离 的 位 点 ,并 帮助 其 结合 到 DNA 上 。 对 于 真 核 生 物 来 说 ,基因 
的 转录 受到 RNA 聚合 酶 1 C 末端 (RNA pol [C-terminal domain,CTD) 的 时 间 ,空间 调节 
的 影响 。CTD 拥有 含 25 ~ 52 个 氨基 酸 的 结构 域 ,都 包含 7 元 重复 序列 YiS:P;T4S;PeS; ,这 
个 7 元 重复 序列 上 2 位 和 5 位 的 丝氨酸 是 蛋白 质 的 主要 磷酸 化 位 点 。CTD 的 磷酸 化 导致 
其 结构 中 部 分 且 氨 酸 的 构象 发 生变 化 ,使 之 更 容易 与 其 他 转录 相关 因子 结合 ,从 而 提供 一 
个 动态 的 有 利于 形成 转录 复合 物 的 平台 - 

在 RNA 聚合 酶 开 参 与 转录 调节 的 整个 过 程 中 ,其 CTD 上 2 位 和 5 位 丝氨酸 的 磷酸 化 
能 够 引发 并 确保 转录 过 程 各 个 步骤 的 顺利 进行 。 在 转录 起 始 阶段 ,CTD 上 5 位 丝氨酸 的 磷 
酸化 是 形成 转录 起 始 复合 物 的 必要 前 提 。 此 外 ,该 位 点 磷酸 化 还 有 利于 募集 加 帽 酶 ,促进 
mRNA 加 帽 过 程 顺利 进行 。 在 转录 延伸 阶段 ,磷酸 化 的 5 位 丝氨酸 逐步 去 磷酸 化 ,2 位 丝 氨 
酸 逐 步 转化 为 磷酸 化 形式 ,该 位 点 的 磷酸 化 有 助 于 在 转录 终止 过 程 中 确保 3'RNA 加 工 过 
程 顺 利 进行 。 转 录 结 束 后 ,CTD 7 元 重复 序列 上 的 两 个 丝氨酸 都 保持 去 磷酸 化 状态 ,有 助 
于 转录 复合 物 的 解 离 ,使 RNA 聚合 酶 芽 与 新 的 启动 子 相 结合 ,启动 新 一 轮 基 因 转录 。 

研究 RNA 聚合 酶 起 始 基 因 转 录 的 终止 位 点 发 现 ,几乎 所 有 真 核 基因 的 3' 端 都 存 
在 一 个 多 (A) 位 点 ,该 位 点 上 游 15 ~ 30 bp 处 的 保守 序列 AATAAA 对 于 初级 转录 产物 的 
准确 切割 及 加 多 (A) 是 必需 的 。 点 突变 实验 将 AATAAA 变 为 AAGAAA ,虽然 维持 了 该 基 
因 的 转录 活性 , 却 发 现 mRNA 的 剪接 加 工 受 阻 ,因而 不 能 产生 功能 性 mRNA。 

尽管 多 (A) 位 点 及 AATAAA 的 存在 对 于 基因 的 转录 和 成 熟 意义 重大 ,但 RNA 聚合 
酶 卫 却 不 在 该 位 点 终止 转录 ,大 部 分 已 知 基因 的 初级 转录 产物 拥有 多 (A) 位 点 下 游 0.5 ~ 
2 kb 序列 。 到 目前 为 止 ,科学 家 尚未 发 现 某 个 单一 位 点 具有 特异 的 转录 终止 性 能 。 但是， 
小 鼠 p- 珠 蛋 白 基 因 的 终止 子 (terminator) 能 被 用 来 终止 腺 病毒 基因 的 转录 , 农 杆菌 胭脂 
碱 合 成 酶 基因 终止 子 能 被 用 来 终止 几乎 所 有 的 外 源 基因 ,说明 可 能 存在 共同 的 转录 终止 
机 制 。 


8.2.2 ”增强 子 及 其 对 转录 的 影响 


增强 子 是 指 能 使 与 它 连 锁 的 基因 转录 频率 明显 增加 的 DNA 序列 ,最 早 发 现 于 SV40 
早期 基因 的 上 游 , 有 两 个 长 72 kb 的 正 向 重复 序列 。 病 毒 . 植 物 动物 和 人 类 正常 细胞 中 
都 发 现 有 增强 子 存在 。 重 组 实验 表明 ,如 果 把 SV40 增强 子 上 的 两 个 72 bp 重复 序列 同时 
删除 ,基因 表达 的 水 平 会 降低 很 多 。 但 如 果 把 该 增强 子 的 一 个 重复 序列 放 回 原 处 或 重组 
DNA 的 任何 位 置 上 , 则 基因 转录 正常 。 如 果 将 人 p- 血红 蛋白 基因 克隆 到 带 有 72 bp 重复 
序列 的 DNA 上 ,这 个 基因 在 体内 的 表达 将 提高 200 倍 以 上 ,即使 72 bp 序列 位 于 该 基因 
转录 起 始 位 点 上 游 3 kb 或 下 游 2.5 kb , 仍 不 例外 。 

作为 基因 表达 的 重要 调节 元 件 ,增强 子 通常 具有 下 列 特性 : 

(1) 增强 效应 十 分 明显 。 一 般 能 使 基因 转录 频率 增加 10 ~ 200 倍 , 有 的 可 以 增加 上 
千 倍 ,如 经 人 巨大 细胞 病毒 增强 子 增强 后 的 珠 蛋 白 基 因 表 达 频 率 比 该 基因 正常 转录 高 
600 ~ 1 000 倍 。 
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(2) 增强 效应 与 其 位 置 和 取向 无 关 。 不 论 增强 子 以 什么 方向 排列 (5 一 3' 或 3 一 3)， 
甚至 与 靶 基 因 相 距 3 000 bp 或 在 靶 基 因 下 游 , 均 表现 出 增强 效应 。 

(3) 大 多 为 重复 序列 ,一 般 长 约 50 bp, 适 合 与 某 些 蛋白 因子 结合 。 其 内 部 常 含有 一 个 
核心 序列 :(G)JTGGAATAATAM(G), 该 序列 是 产生 增强 效应 时 所 必需 的 。 

(4) 其 增强 效应 有 严密 的 组 织 和 细胞 特异 性 ,说 明 增强 子 只 有 与 特定 蛋白 质 ( 转 录 因 
子 ) 相 互 作 用 才能 发 挥 功 能 。 

(5) 没有 基因 专 一 性 ,可 以 在 不 同 的 基因 组 合 上 表现 增强 效应 。 

(6) 许多 增强 子 还 受 外 部 信号 的 调控 ,如 金属 硫 蛋 白 基因 启动 区 上 游 所 带 的 增强 子 ， 
就 可 以 对 环境 中 的 锌 、 锅 浓度 做 出 反应 。 

那么 ,增强 子 的 作用 原理 是 什么 呢 ? 由 于 增强 子 常 在 电镜 下 呈现 环 状 结构 ,其 活性 与 
半 周 DNA 双 螺 旋 (5 bp) 的 奇 . 偶 倍 数 有 关 , 表 明 它 的 功能 受 DNA 双 螺 旋 空 间 构象 的 影响 。 
增强 子 可 能 有 如 下 3 种 作用 机 制 :中 影响 模板 附近 的 DNA 双 螺 旋 结 构 , 导 致 DNA 双 螺 
旋 弯 折 或 在 反 式 作 用 因子 的 参与 下 ,以 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 为 媒介 形成 增强 子 与 启动 
子 之 间 "成 环 "连接 ,活化 基因 转录 ;@ 将 模板 固定 在 细胞 核 内 特定 位 置 ,如 连接 在 核 基 质 
上 ,有 利于 DNA 拓扑 异 构 酶 改变 DNA 双 螺 旋 结 构 的 张力 ,促进 RNA 聚合 酶 开 在 DNA 链 
上 的 结合 和 滑动 ;@@) 增 强 子 区 可 以 作为 反 式 作用 因子 或 RNA 聚合 酶 开 进 入 染色 质 结构 的 
二 

在 研究 工作 中 ,科研 工作 者 利用 增强 子 的 功能 构建 T-DNA 序列 。 例 如 ,用 4 倍 重 
复 的 CaMV 的 35S 增强 子 序列 可 以 大 大 增强 目标 基因 的 转录 。 若 通过 转基因 方法 将 该 
T-DNA 片段 整合 到 植物 基因 组 中 ,植物 基因 组 上 与 T-DNA 插入 位 点 相近 的 基因 表达 量 
增高 ,就 能 获得 这 个 基因 过 表达 的 转基因 植物 。 

另外 ,科研 工作 者 还 构建 包含 一 个 报告 基因 (JacZ) 和 基本 启动 子 的 转化 载体 ,将 其 整 
合 到 基因 组 中 。 这 段 启 动 子 本 身 不 足以 启动 报告 基因 ,但 是 如 果 插 入 位 点 附近 有 增强 子 ， 
报告 基因 就 会 表达 。 因 此 只 要 通过 观测 报告 基因 的 表达 情况 (如 时 空 特异 性 等 ) 就 可 以 知 
道 这 个 增强 子 的 作用 ,进而 研究 由 这 个 增强 子 调控 的 内 源 基 因 的 表达 特性 。 


8.2.3 反 式 作用 因子 


真 核 生物 启动 子 和 增强 子 是 由 若干 DNA 序列 元 件 组 成 的 ,由 于 它们 常 与 特定 的 功能 
基因 连锁 在 一 起 ,因此 被 称 为 顺 式 作用 元 件 。 这 些 序列 组 成 基因 转录 的 调控 区 ,影响 基因 
的 表达 。 在 转录 调控 过 程 中 ,除了 需要 调控 区 外 ,还 需要 反 式 作用 因子 外 3-!3。 根 据 不 同 
功能 , 常 将 反 式 作 用 因子 分 为 以 下 三 类 ;具有 识别 启动 子 元 件 功 能 的 基本 转录 因子 ;能 识 
别 增强 子 或 沉默 子 的 转录 调节 因子 以 及 不 需要 通过 DNA- 蛋白 质 相互 作用 就 参与 转录 调 
控 的 共 调 节 因 子 (transcriptional regulator/co-factor)。 

实验 中 , 常 将 前 两 类 反 式 作用 因子 统称 为 转录 因子 (transcription factor,TF), 包 括 转录 
激活 因子 (transcriptional activator) 和 转录 阻 过 因子 (transcriptional repressor)。 这 类 调节 和 蛋 
白 能 识别 并 结合 转录 起 始 位 点 的 上 游 序 列 或 远 端 增强 子 元 件 ,通过 DNA- 蛋白 质 相互 作 
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非 活性 条 件 有 活性 条 件 


蛋白 质 合 成 
同 源 域 蛋 白 ; 无 蛋白质 SN AN， 


vv ent /VAR 











非 活 性 蛋白 | 
| 
AP1(Jun/Fos) : AQCOROSOROROA 和 蛋白 质 去 而 酸 化 NANA NA 
非 活 性 恒 白 
ANONANONONAN CN 
doled st es 配 体 结合 
非 活性 重 白人》 


i 二 挤 捉 制 因 于 


HLH(MyoD/ID): : 更 换 结合 蛋 
非 A 








用 而 调节 转录 活性 ,并 决定 不 同 基因 的 时 间 、 空 间 特异 性 表达 。 共 调节 因子 本 身 无 DNA 
结合 活性 ,主要 通过 蛋白 质 - 蛋白 质 相互 作用 影响 转录 因子 的 分 子 构象 ,从 而 调节 转录 活 
性 。 实 验 中 , 常 将 与 转录 激活 因子 有 协同 作用 的 那 一 类 共 调 节 因 子 称 为 共 激活 因子 ,将 与 
转录 阻 巡 因 子 有 协同 的 作用 那 一 类 共 调 节 因 子 称 为 共 阻 遏 因子 。 所 有 共 激 活 因子 都 能 识 
别 靶 位 点 (启动 子 .增强 子 ), 而 靶 位 点 的 特异 性 则 由 DNA 结合 域 的 特定 序列 决定 。DNA 
结合 域 结 合 在 特定 的 序列 上 ,从 而 将 激活 因子 上 的 转录 激活 域 带 到 基础 转录 区 域 附近 。 
通常 情况 下 直接 作用 的 激活 因子 具有 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 。 没 有 转录 激活 域 的 激 
活 因子 可 能 与 具有 转录 激活 域 的 共 激 活 因 子 一 起 行使 功能 。 基 础 转录 区 域 中 许多 元 件 是 
激活 因子 的 靶 位 点 。 

一 般 认为 ,如 果 某 个 蛋白 是 体外 转录 系统 中 起 始 RNA 合成 所 必需 的 , 它 就 是 转录 复 
合 物 的 一 部 分 。 根 据 各 个 蛋白 质 成 分 在 转录 中 的 作用 ,能 将 整个 复合 物 分 为 三 部 分 : 

(1) 参与 所 有 或 某 些 转录 阶段 的 RNA 聚合 酶 亚 基 ”不 具有 基因 特异 性 。 

(2) 与 转录 的 起 始 或 终止 有 关 的 辅助 因子 ”不 具有 基因 特异 性 。 

(3) 与 特异 调控 序列 结合 的 转录 因子 ”它们 中 有 些 被 认为 是 转录 复合 物 的 一 部 分 , 因 
为 所 有 或 大 部 分 基因 的 启动 区 都 含有 这 一 特异 序列 。 更 多 的 则 是 基因 或 启动 子 特异 性 结 
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疼 8-13 真 核 生物 
中 转录 央 子 活性 滑 


入 的 主要 方式 
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图 8-14 靛 母 二 示 
安 系 统 基 本 际 理 

酵母 三 杂交 系统 常用 
于 分 析 和 蛋白 质 和 RNA 
的 互 作 关系 。 实 验 
中 将 一 个 蛋白 A 与 
DNA 结合 域 蛋 白 赎 合 
表达 ,将 另 一 个 借 白 B 
与 能 够 激活 下 游 信 号 
的 激活 域 蛋 白 融 合 表 
达 , 当 有 RNA 能 与 蛋 
自 A, 和 蛋白 BB 互相 作用 
时 ,由 于 DNA 结合 

蛋白 结合 在 DNA 结 
合 位 点 ,将 激活 域 拉 到 
恰当 的 结构 位 点 ,从 而 
激活 下 游 报告 基因 。 
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合 调控 蛋白 ,它们 是 起 始 某 个 (类 ) 基因 转录 所 必需 的 。 
科研 工作 者 根据 顺 式 作用 元 件 和 反 式 作用 因子 间 能 够 互相 作用 的 原理 ,创造 出 酵母 
双 杂 交 系 统 ,酵母 三 杂交 系统 等 实验 技术 ' 由 4。 





DNA 结 合 位 点 报告 基因 





在 植物 学 相关 领域 ,科研 工作 者 利用 相关 原理 构建 出 诱导 型 的 含有 标签 的 转化 载体 。 
首先 ,设计 特殊 的 启动 子 , 保 证 融合 的 转录 因子 (包括 DNA 结合 域 .转录 激活 域 和 受 体 调 
控 域 ) 组 成 型 表达 。 一 旦 实验 中 加 入 化 学 小 分 子 , 该 小 分 子 与 受 体 调 控 结 构 域 相 结合 ， 
致 融合 表达 的 转录 因子 构象 发 生变 化 ,由 细胞 质 基 质 转移 进入 核 内 。 了 融合 蛋白 就 能 特异 
性 识别 相关 的 DNA 结合 域 并 与 之 结合 ,该 蛋白 的 转录 激活 域 就 能 激活 相关 基因 高 水 平 

在 诸多 转录 因子 中 被 广泛 研究 的 主要 有 识别 TATA 区 的 TF I D, 识 别 CAAT 区 的 
CTF, 识 别 GGGCGG 的 SP1 以 及 识别 热 激 蛋白 启动 区 的 HSF。 已 知 每 个 细胞 中 可 含有 
约 60 000 个 SP1, 而 CTF 的 含量 则 高 达 每 细胞 300 000 个 。 在 SV40 早期 基因 启动 子 区 ， 
从 -70~-110 区 ,有 6 个 GC 区 同方 向 串联 排列 ,基因 活路 表达 时 ,6 个 区 全 部 与 SP1 结合 。 
在 胸腺 喀 啶 激酶 基因 的 启动 子 上 ,各 有 一 个 GC 区 分 别 位 于 TATA 区 和 CAAT 区 5' 上游 
端 ,研究 认为 ,SP1 与 GC 区 结合 后 ,可 同时 在 DNA 链 的 不 同方 向 与 CAAT 区 结合 因子 (CTF 
或 NF1) 及 TATA 区 结合 因子 TF I D 发 生 作 用 ,从 而 促进 RNA 聚合 酶 开 识 别 特定 类 型 
的 启动 子 。 

1. DNA 识别 或 结合 域 

反 式 作 用 因子 是 能 直接 或 间接 地 识别 或 结合 在 各 类 顺 式 作 用 元 件 核 心 序列 上 '**”， 
参与 调控 靶 基 因 转录 效率 的 蛋白 质 。 

常见 的 DNA 结合 域 包括 碱 性 氨基 酸 结合 域 .酸性 激活 域 . 谷 氨 酰 胺 (Q) 富 含 域 . 且 
氨 酸 (P) 富 含 域 等 。 通 常情 况 下 , 配 体 调节 受 体 大 多 有 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 。 而 
省 醇 类 受 体 通常 都 是 转录 因子 ,其 N 末 端 都 有 保守 的 DNA 结合 域 ,C 末端 都 有 激素 结 
合 域 。 
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表 8-3 部 分 球 重 白 基 央 $' 调控 区 夯 列 的 保守 性 比较 





基因 -80 区 -30 区 
小 她 pm GGCC44TCTGCTC GGTATATAAA 
小 鼠 p” GGCCAATCTGCTC AGCATATAAG 

兔 1 GGCCAATCTAC-—— GGCATAAAAG 
山羊 A* AGCC44TCTGCTC GGCATAAAAG 
山羊 所 AGCCAATCTGCTC GGCATAAAAG 

人 有 GGCC44TCTACTC GGCATAAAAG 

人 1 AACCAATCTGCTC —_GCATAAAAG 

人 4， GACCAATAGCCTT GGCATAAAAG 

人 G, GACCAATAGCCTT GGCATAAAAG 

人 a GACCAATGACTTT GGCATAAAAG 


注 :斜体 表示 高 度 保守 的 序列 。 


(1) 螺旋 - 转折 - 螺旋 (helix-tmum-helix,HTH) 结 构 ”这 一 类 蛋白 质 分 子 中 有 至 少 两 
个 ax 螺旋 ,中 间 由 短 侧 链 氨基 酸 残 基 形成 “转折 ”, 近 羧基 端的 x 螺旋 中 氨基 酸 残 基 的 替 
换 会 影响 该 蛋白 质 在 DNA 双 螺 旋 大 沟 中 的 结合 。 控 制 酵母 交配 型 MAT 基因 座 以 及 果 蝇 
体 节 发 育 的 调节 基因 (anitp .hz 、ubx) 等 同 源 盒 (homeobox) 基因 所 编码 的 蛋白 都 有 HTH 结 
构 。 与 DNA 相互 作用 时 , 同 源 域 蛋 白 的 第 一 .二 两 个 螺旋 往往 靠 在 外 侧 ,其 第 三 个 螺旋 则 
与 DNA 大 沟 相 结合 ,并 通过 其 N 端的 多 余 臂 与 DNA 的 小 沟 相 结合 外 *151。 





螺旋 1 和 2 靠 在 外 侧 





N 端 多 余 臂 部 分 与 小 沟 结合 





| 螺旋 3 位 于 DNA 的 大 沟 中 








同 源 域 是 指 编码 60 个 保守 氨基 酸 序列 的 DNA 片段 , 它 广泛 存在 于 真 核 生物 基因 组 
内 ,由 于 最 早 从 果 蝇 homeotic loci( 该 遗传 位 点 的 基因 产物 决定 了 躯体 发 育 ) 中 克隆 得 到 
而 命名 , 同 源 转换 基因 与 生物 有 机 体 的 生长 .发育 和 分 化 密切 相关 。 许 多 含有 同 源 转换 
区 的 基因 具有 转录 调控 的 功能 , 同 源 转换 区 氨基 酸 序列 很 可 能 参与 形成 了 DNA 结合 区 。 
表 8-4 总结 了 部 分 含 同 源 转换 区 转录 因子 所 识别 的 DNA 序列 ,Oct-1、0Oct-2 与 Pit-1/ 
GHF-1 所 识别 的 核心 序列 仅 有 一 个 碱 基 之 差 , 而 果 蝇 en、fiz 和 wbx 基因 产物 能 识别 完全 
相同 的 DNA 序列 。eve 基因 产物 除 识别 与 前 者 相同 的 序列 外 ,还 识别 男 一 个 靶 序列 。 
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图 8-15 问 源 域 化 
门 通过 其 第 三 个 蝶 
旋 与 人 双 链 DNA 的 
大 沟 相 结 台 .其 
剃 的 延伸 部 分 则 与 
DNA 的 小 沟 相 结 
合 .提高 了 稳定 插 
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图 8-16 各 种 同 源 
域 DNA 结合 强 白 中 
保守 序列 分 析 
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表 8-4 含有 同 源 转换 区 的 转录 因 了 于 及 其 DNA 靶 序 列 


蛋白 因子 轩 DNA 序列 
Oct-1.Oct-2 ATTTGCAT 
Pit-1/GHF-1 TATGCATAA 
EN .FTZ .UBX TCAATTAAAT 
Eve TCAATTAAAT TCAGCACCG 
Bicoid TCAATCCC 


Oct-1 和 0ct-2 专 一 结合 于 启动 子 内 8 碱 基 区 ,它们 都 含有 75 个 氨基 酸 的 pou 区 
和 60 个 氨基 酸 的 同 源 转换 区 。 尽 管 Oct-1 和 Oct-2 中 的 同 源 盒 与 经 典 的 果 蝇 同 源 转换 
区 变异 较 大 (60 个 氨基 酸 中 只 有 20 个 相同 ,外 加 8 个 保守 性 替换 ), 该 区 在 这 两 个 蛋白 质 
中 却 是 高 度 保守 的 (60 个 氨基 酸 中 有 53 个 相同 )。 哺 乳 类 转录 因子 Pit-1/GHF-1 及 线虫 
unc-86 基因 中 都 存在 类 似 于 Oct-7 的 结构 。 分 析 20 个 含 同 源 转换 区 的 果 蝇 基因 发 现 ， 
该 区 的 保守 性 高 达 80% ~ 90%; 即 使 与 亲缘 关系 很 远 的 哺乳 类 同 源 转换 区 相 比较 , 同 源 率 
也 在 35% 以 上 和 Ns-1。 突 变 0c1-2 或 果 蝇 eve 和 fiz 基因 同 源 转换 区 某 些 核 苷 酸 , 可 以 完 
全 防止 这 些 转录 因子 与 DNA 相互 作用 。 一 般 认 为 , 同 源 转换 区 蛋白 之 所 以 具有 转录 调节 
功能 ,与 这 些 蛋 白 C 末端 类 似 于 原核 基因 阻 过 物 螺旋 - 转角 - 螺旋 结构 有 关 。 


















1 N 端 
EN Glu Lys Arg Pro Are Thr Ala Phe Ser 
Antp Arg Lys Arg Gly ArgGinThrThr Thr 
Oct-2 Arg Arg Lys Lys Arg Thr Ser lle Glu 


EN Asn Arg Tyr Leu Thr 3 Gly Leu 
Antp Asn Arg Tyr Leu Thr Cys Leu 
Oct-2 Asn Glu Lys Pro Thr 


41 60 
Lys Ser Asn 


EN 
Antp Thr LysGlu Asn 
Oct-2 Glu Arg Ile Asn 











(2) 锌 指 (zinc finger) 结构 ” 锌 指 结构 家 族 蛋 白 大 体 可 分 为 锌 指 、 锌 钮 (twist) 和 锌 得 
(cluster) 结构 ,其 特有 的 半 胱 氨 酸 和 组 氨 酸 残 基 之 间 氨 基 酸 残 基数 基本 恒定 ,有 锌 参与 时 
才 具 备 转录 调控 活性 。 重 复 的 锌 指 结 构 都 是 将 一 个 a 螺旋 与 一 个 反 向 平行 8 片 层 的 基部 
以 锌 原子 为 中 心 ,通过 与 一 对 半 胱 氨 酸 和 一 对 组 氨 酸 之 间 形 成 配 位 键 相 连接 , 锌 指环 上 突 
出 的 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 参与 DNA 的 结合 。 由 于 结合 在 大 沟 中 重复 出 现 的 a 螺旋 几乎 联 成 一 
线 ,这 类 蛋白 质 与 DNA 的 结合 很 牢固 ,特异 性 也 很 高 。 类 固 醇 激素 受 体 家 族 含有 连续 的 
两 个 锌 指 结构 ,其 中 两 个 锌 原子 将 两 个 a 螺旋 装配 成 类 似 HTH 的 结构 ,再 以 同 源 或 异 源 
性 二 育 体 的 方式 将 两 个 a 螺旋 结合 在 相 邻 的 两 个 大 沟 中 '*-17。 
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转录 激活 DNA 结合 区 激素 结合 区 
a hy (序列 和 长 度 都 可 变 ) 











大 部 分 蛋白 质 中 的 锌 指 区 都 聚合 成 一 组 ,但 也 发 现 少量 蛋白 如 果 蝇 中 的 Hunch-Back 
因子 ,有 不 止 一 个 锌 指 簇 。 锌 指 簇 在 这 些 调 控 蛋 白 上 的 分 布 也 很 不 相同 ,在 ADR1 中 , 锌 
指 区 只 占 一 个 很 小 的 结构 区 ,而 在 TF 而 A 中 ,整个 蛋白 质 几 乎 被 各 个 锌 指 区 所 覆盖 。 

于 锌 指 区 最 早 是 从 RNA 聚合 酶 I 和 四 的 转录 因子 中 发 现 的 ,所 以 一 般 认为 , 某 个 蛋白 质 
如 果 拥 有 一 个 或 多 个 成 复 的 锌 指 区 ,那么 它 就 很 可 能 是 转录 因子 ,这 就 是 为 什么 人 们 在 不 
了 解 TDF .Kruppel 及 Hunchback 功能 的 前 提 下 , 仍 把 它们 归纳 在 表 8-5 中 的 原因 。 


表 8-5 ”一些 转录 因子 和 蛋白 质 通过 Cys2/His2 与 DNA 相 结合 


相对 分 子 DNA 结合 区 


改 白 质 来 源 质量 锌 指数 /bp 靶 序 列 功 能 
TF 由 A 哺乳 类 7.3x10: 9 50 5S 基因 与 RNA 聚合 酶 由 作用 ， 
促进 5S 基因 转录 
SP1 咕 乳 类 11x10; 3 10 GC 区 与 RNA 聚合 酶 可 作用 。 
广泛 性 调控 因子 
ADRI 果 蝇 1.5x 10° 2 22 ADH2 基因 ”与 RNA 聚合 酶 卫 作 用 ， 
激活 ADH2 基因 
TDE 哺乳 类 ? 13 ? ? 决定 雄性 性 别 
Kruppel 果 蝇 6.0 x 10" 5 ? ? 胚胎 分 化 
Hunch 一 Back 果 蝇 8.0 x 10° 4+2 ? ? 胚胎 分 化 


此 外 ,有 些 锌 指 蛋 白 具 有 不 同 的 序列 ; 
Cys 一 X 一 Cys 一 Xi 一 Cys 一 X 一 Cys 
这 一 结构 被 称 为 Cys2/Cys2 锌 指 , 表 8-6 是 部 分 具有 这 种 锌 指 的 转录 因子 及 其 一 般 
特征 。 从 表 中 可 以 看 出 ,这 些 蛋 白 一 般 不 具有 大 量 重复 性 锌 指 , 它 们 与 DNA 的 结合 区 域 
短 而 具有 对 称 性 。 删 除 突变 分 析 证 实 , 锌 指 区 是 这 些 蛋 白 与 DNA 相 结合 所 必需 的 。 有 人 
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图 8-17 典型 的 类 
固 醇 激 业 受 体 结构 
示意 图 
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图 8-18 ZFN 技术 
原理 模型 
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将 肉 激 素 受 体 蛋白 中 的 两 个 锌 指 区 删 去 , 换 上 从 糖 皮质 素 受 体 中 切 出 来 的 两 个 锌 指 区 后 
发 现 ,这 个 融合 蛋白 只 能 与 糖 皮质 素 受 体 基因 靶 序 列 GRE 相 结合 ,而 不 再 识别 肉 激 素 受 
体 基 因 本 身 的 靶 序列 ERE, 说 明 这 类 调控 蛋白 中 的 锌 指 区 在 与 靶 序 列 相 结合 的 过 程 中 起 
着 主导 作用 。 


表 8-6 具有 Cys2/Cys2 锌 指 区 的 转录 因子 





蛋白 相对 分 子 质量 锌 指数 靶 序 列 
皮质 糖 受 体 9.4x10 2 GRE 中 20bp 
纵 激 率 受 体 6.6x10 2 ERE 中 20bp 

GAL4 9.9x10* 1 UASc 中 17bp 
腺 病 考 E1A 约 30x10* 1 ? 


实验 表明 Cys2/Cys2 锌 指 区 与 Cys2/His2 锌 指 区 是 不 同 的 。 将 固 醇 类 受 体 蛋 白 锌 指 
区 中 的 后 两 个 Cys 突变 成 为 His 后 , 靶 基因 不 会 被 改造 过 的 转录 因子 所 识别 和 激活 。 

锌 指 结构 中 每 一 个 a 螺旋 可 以 特异 的 识别 3 ~ 4 个 碱 基 。 利 用 不 同 的 锌 指 结构 识别 
特异 DNA 序列 的 特点 以 及 核酸 酶 能 够 切断 靶 DNA 的 原理 ,科研 工作 者 获得 了 一 类 被 称 
为 锌 指 核酸 酶 (zinc-finger nuclease,ZFN) 的 新 型 限制 性 内 切 核酸 酶 。 根 据 改变 锌 指 结构 
通用 序列 中 7 个 X 序列 就 能 识别 不 同 的 DNA 序列 这 一 特征 ,人 工 设计 识别 特异 DNA 序 
列 的 a 螺旋 ,用 TGEK 作为 螺旋 间 的 连接 序列 ,构建 成 对 人 工 锌 指 结构 域 和 Fok I 融合 蛋 
白 (ZFN), 就 能 在 指定 区 域 切断 DNA 双 链 ' 久 #-!8)。 目 前 ,科研 工作 者 已 利用 ZFN 技术 进 
行 多 种 基因 编辑 或 基因 敲 除 实验 ,已 建成 能 识别 多 种 DNA 序列 的 ZFN 库 。 现 在 还 不 能 
识别 所 有 随机 挑选 的 DNA 序列 。 








(3) 碱 性 亮 氨 酸 拉链 (basic-leucine zipper), 即 bZIP 结构 (图 8-!9) 肝 、 小 肠 上 皮 、 脂 肪 
细胞 以 及 某 些 脑 细胞 中 存在 的 一 大 类 C/EBP 家 族 蛋 白质 ,它们 的 特征 是 能 够 与 CCAAT 
区 和 病毒 的 增强 子 结合 。C/EBP 家 族 蛋 白 的 羧基 端 35 个 氨基 酸 残 基 具 有 能 形成 wx 螺旋 
的 特点 ,其 中 每 隔 6 个 氨基 酸 就 有 一 个 亮 氨 酸 残 基 , 这 就 导致 第 7 个 亮 氨 酸 残 基 都 在 螺旋 
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的 同一 方向 出 现 。 由 于 这 类 蛋白 质 都 以 二 聚 体形 式 与 DNA 结合 ,两 个 蛋白 质 a 螺旋 上 的 
亮 氨 酸 一 侧 是 形成 拉链 型 二 聚 体 的 基础 。 然 而 , 亮 氨 酸 拉链 区 并 不 能 直接 结合 DNA ,只 
有 肽 链 氨基 端 20 ~ 30 个 富 含 碱 性 氨基 酸 结 构 域 与 DNA 结合 。 若 不 形成 二 聚 体 , 该 碱 性 
区 对 DNA 的 亲和力 明显 降低 。 所 以 ,这 类 蛋白质 的 DNA 结合 结构 域 实际 是 以 碱 性 区 和 
亮 氮 酸 拉链 结构 域 整体 作为 基础 的 "外 *-20)。 




















型 区 
"| 
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碱 性 区 与 DNA 结合 
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O00 ss 
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(4) 碱 性 -螺旋 - 环 - 螺 旋 (basic-helix/loop/helix), 即 bHLH 结构 ”在 免疫 球 蛋 白 x 
轻 链 基因 的 增强 子 结合 蛋白 E12 与 E47 中 ,羧基 端 100 ~ 200 个 氨基 酸 残 基 可 形成 两 个 
双 性 a 螺旋 ,被 非 螺旋 的 环 状 结构 所 隔 开 , 蛋 白质 的 氨基 端 则 是 碱 性 区 ,其 DNA 结合 特性 
与 亮 氨 酸 拉链 类 和 蛋白 相似 。 肌 细胞 定向 分 化 的 调控 因子 MyoD-1 , 原 瘤 基因 产物 Myc 及 
其 结合 蛋白 Max 等 都 属于 bHLH 蛋白 。 研 究 发 现 ,bHLH 类 蛋白 只 有 形成 同 源 或 异 源 二 
聚 体 时 , 才 具 有 足够 的 DNA 结合 能 力 。 当 这 类 异 源 二 聚 体 中 的 一 方 不 含有 碱 性 区 (如 ld 
或 E12 蛋白 ) 时 ,该 二 聚 体 明显 缺乏 对 靶 DNA 的 亲和力 (图 %-21)。 


8.2 ” 真 核 基因 表达 的 转录 水 平 调控 


来 源 ”调控 蛋白 ”氨基酸 序 列 6 入 革职 下 基 
DNA 结合 区 亮 氮 酸 拉链 
ne 
C/EBP DKNSNEYR. IAVRI IIKQRNVETQQKVLEETSDND VE QRSRELDTERG- 
wa | SQERIKAER pl 四 LERI1 EKVK QNSEASTA 2 Q- 
Fos EERRRIRRI NRELTD > KKS A EKEK EF- 
栈 母 ”CCN4 PESSDPAAL eo 中 DKVEFE .SKNY KKLVGE| 
保守 序列 一 一-- Te -一 一 秆 -一 - 居 一 --- -一生 
不 变 残 基 天 冬 酰胺 
图 8-19 碱 性 亮 氨 酸 拉链 结构 域 转录 激活 因子 序列 比较 


图 8-20 碱 性 亮 氨 
酸 撤 链 转录 激活 恒 
白 与 调控 区 DNA 相 


结合 的 示意 图 
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图 8-21 bHLH 和 蛋 
白 的 DNA 结合 能 力 
分 析 
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bHLH 和 蛋白 形成 二 聚 体 , 能 结合 DNA 无 碱 性 区 的 HLH 疏 白 不 能 结合 DNA 


没有 足够 的 对 DNA 亲和力 ， 
不 能 与 DNA 结合 














2. 转录 活化 结构 域 

在 真 核 生 物 中 , 反 式 作用 因子 的 功能 由 于 受 蛋白 质 - 蛋白 质 之 间 相 互 作用 的 调节 变 得 
精密 、 复 杂 , 完 整 的 转录 调控 功能 通常 以 复合 物 的 方式 来 完成 ,这 就 意味 着 并 非 每 个 转录 因 
子 都 直接 与 DNA 结合 。 因 此 ,是 否 具 有 转录 活化 域 就 成 为 反 式 作用 因子 中 唯一 的 结构 基 
础 。 反 式 作 用 因子 的 功能 具有 多 样 性 ,其 转录 活化 域 也 有 多 种 ,通常 依赖 于 DNA 结合 结构 
域 以 外 的 30 ~ 100 个 氨基 酸 残 基 。 不 同 的 转录 活化 域 大 体 上 有 下 列 几 个 特征 性 结构 : 

(1) 带 负 电荷 的 螺旋 结构 “哺乳 动物 细胞 中 糖 皮质 激素 受 体 的 两 个 转录 活化 域 ,AP1 
家 族 的 Jun 及 GAL4 都 有 酸性 的 螺旋 结构 ,这 种 酸性 螺旋 结构 特异 性 诱导 转录 起 始 的 活 
性 并 不 是 很 强 , 它 们 可 能 与 TF I D 复合 物 中 某 个 通用 因子 或 RNA 聚合 酶 开本 身 结 合 ， 
并 有 稳定 转录 起 始 复合 物 的 作用 "外 *-22)。 

(2) 富 含 谷 氨 酰 胺 的 结构 ”SP1 是 启动 子 GC 区 的 结合 蛋白 , 除 结合 DNA 的 锌 指 结构 
以 外 ,SP1 共有 4 个 参与 转录 活化 的 区 域 ,其 中 最 强 的 转录 活化 域 很 少 有 极 性 氨基 酸 , 却 
富 含 谷 氨 酰 胺 , 达 该 区 氨基 酸 总 数 的 25% 左右 。 哺 乳 动物 细胞 中 的 Oct1/2、Jun、AP2、 血 
清 应 答 因 子 (SRF) 等 都 有 相同 的 富 含 谷 氨 栈 胺 的 结构 域 。 

(3) 富 含 月 氨 酸 的 结构 “CTF-NF1 因子 的 羧基 端 富 含 睛 氨 酸 ( 达 20% ~ 30%), 很 难 形 
成 < 螺旋 。 在 Oct2 Jun、AP2 SRF 等 哺乳 动物 因子 中 也 有 富 含有 睛 氨 酸 的 结构 域 。 

利用 顺 式 作用 元 件 和 反 式 作用 因子 问 相互 作用 的 原理 ,科研 人 员 研 发 了 许多 调控 
基因 表达 的 技术 。 其 中 最 新 的 应 用 当 属 TALEN 技术 (TALEN=transcription aetivator-like 
effector+FokI nuclease fusion protein ), 该 技术 利用 转录 激活 因子 34 个 氨基 酸 重复 肽 段 中 
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(a) GAL4 酸性 结构 域 
_ 旺 SAAAHH 靶 NSTIPL 杆 FMPR 杜 ALH 


.一 GFEW SEEBBMSWGLPFLKTEPNNNGF 


(b) SP1 谷 氮 酰胺 结构 域 


G GOALRALAAPLSGTFTTAISE TL 站 NL 由 AVPNSGPIIRTPRVGPNGVSW 
Q 向 TL 阅 LN1 现 VANP 息 A 策 T1TLAPMGVSLG 帮 


Q_ Q 中 Q TPERVSGLAGSDALMIONNGTSGGSLEA GINKE GENNGS HES aPaL Va 
(c) 富 含 月 氨 酸 结构 域 


Pp~p? Pp WHLNEQDELKLVSLACDBASQQWGRLNGSGQLKMESHCLSAQMLENEEGLER 
“ANY LEEATKWATTSEGGATSBSY SHWEDTSE 

















对 8-22 常见 的 转录 活化 结构 域 


第 12 13 个 氨基 酸 可 以 特异 识别 DNA 单个 碱 基 的 特性 ,串联 合成 可 识别 目的 碱 基 序列 的 
TALE 蛋白 ,与 内 切 核酸 酶 fokl 融合 表达 ,可 切割 特异 识别 序列 下 游 9 ~ 13 bp, 从 而 实现 
项 除 指定 内 源 基因 的 功能 ' 中 1。 











个 氨基 酸 重复 序列 图 8-23 TALEN 
34 NLS AD 3 
这 的 作用 原理 
NH; EW CooH HD=C 
NI=A 
NN=GorA 





LTPEQVAIASNGGKQALETVQRLPVLCQAHG 





8.3” 真 核 基因 表达 的 染色 质 修饰 和 表 观 遗传 调控 


在 真 核 生 物 中 , 发生 在 转录 之 前 的 ,染色 质 水 平 上 的 结构 调整 , 称 之 为 基因 表达 的 表 
观 遗 传 调控 。 主 要 包括 DNA 修饰 (DNA 甲 基 化 ) 和 组 蛋白 修饰 (组 蛋白 乙酰 化 . 甲 基 化 ) 
两 个 方面 。 


8.3.1 真 核 生物 DNA 水 平 上 的 基因 表达 调控 


分 子 生物 学 的 最 新 研究 表明 ,在 个 体 发 育 过 程 中 ,用 来 合成 RNA 的 DNA 模板 也 会 发 
生 规 律 性 变化 ,从 而 控制 基因 表达 和 生物 体 的 发 育 。 

高 度 重复 基因 的 形成 通常 与 个 体 分 化 阶段 DNA 的 某 些 变化 有 关 。 例 如 ,一 个 成 熟 的 
红细胞 能 产生 大 量 的 可 翻译 出 成 熟 珠 和 蛋白 的 mRNA ,而 其 前 体 细胞 却 不 产生 珠 蛋 白 。 许 
多 情况 下 ,这 种 变化 是 由 于 基因 本 身 或 其 拷贝 数 发 生 了 永久 性 变化 。 这 种 DNA 水 平 的 调 
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控 是 真 核 生物 发 育 调控 的 一 种 形式 ,包括 基因 丢失 . 扩 增 、 重 排 和 移 位 等 方式 ,通过 这 些 方 
式 可 以 消除 或 变换 某 些 基因 并 改变 它们 的 活性 。 这 些 调 控 方 式 使 基因 组 发 生 改 变 , 与 转 
录 及 翻译 水 平 的 调控 不 同 。 

1.“ 开 放 ” 型 活性 染色 质 (active chromatin) 结构 对 转录 的 影响 

真 核 基因 的 活跃 转录 是 在 常 染色 质 上 进行 的 。 转 录 发 生 之 前 ,染色 质 常 常会 在 特定 
的 区 域 被 解 旋 松弛 ,形成 自由 DNA。 这 种 变化 可 能 包括 核 小 体 结构 的 消除 或 改变 、DNA 
本 身 局 部 结构 的 变化 甚至 从 右 旋 型 变 为 左旋 型 (Z-DNA) 等, 这些 变化 可 导致 结构 基因 暴 
露 ,促进 转录 因子 与 启动 区 DNA 结合 ,诱发 基因 转录 。 

用 DNA 酶 I 处理 各 种 组 织 的 染色 质 时 ,发 现 处 于 活跃 状态 的 基因 比 非 活跃 状态 的 
DNA 更 容易 被 DNA 酶 1 所 降解 。 鸡 成 红细胞 (erythroblast) 染色 质 中 ,5- 血红 和 蛋白 基因 
比 卵 清 蛋 白 基 因 更 容易 被 DNA 酶 1 切割 降解 。 与 此 相反 , 鸡 输卵管 细胞 的 染色 质 中 被 
DNA 酶 工 优先 降解 的 是 卵 清 蛋白 基因 ,而 不 是 F- 血红 蛋白 基因 。 那 么 ,活跃 状态 的 DNA 
为 什么 更 易于 受 核酸 酶 的 攻击 而 降解 呢 ? 研究 发 现 , 活 路 表达 基因 所 在 染色 质 上 一 般 含 有 
一 个 或 数 个 DNA 酶 [ 超 敏 感 位 点 (hypersensitive site), 它 们 大 多 位 于 基因 5' 端 启动 区 ,少数 
在 其 他 位 置 。 非 活性 态 基 因 的 $' 端 相 应 位 点 却 不 表现 对 DNA 酶 1 的 超 敏 感性 。 果 蝇 唾 
液 腺 染色 体 中 ,胶原 蛋白 基因 sgs4 的 转录 区 上 游 330 bp 和 405 bp 左右 各 有 一 个 超 敏 感 位 
点 ,有 突变 体 缺 失 了 包括 这 两 个 超 敏感 位 点 大 约 100 bp 的 DNA 序列 后 就 不 再 具备 合成 胶 
原 和 蛋白 的 能 力 ,说明 两 个 完整 的 超 敏 感 位 点 是 sgs4 基因 转录 所 必需 的 。 

鸡 成 红细胞 中 Pp- 血红 蛋白 基因 5' 端 -50 ~ -280 bp 区 是 超 敏感 位 点 。 有 人 用 专 一 切 
割 单 链 DNA 的 SI 核酸 酶 处 理 该 基因 活 牙 表达 的 染色 体 DNA ,证 实 有 DNA 被 水 解 ,说 明 该 
基因 活跃 表达 时 启动 区 部 分 序列 可 能 解 开 成 单 链 ,从 而 不 能 继续 缠绕 在 核 小 体 上 ,使 启动 区 
DNA“ 裸 露 " 在 组 蛋白 表面 ,形成 了 对 DNA 酶 1 的 超人 敏感 现象 。 上 述 事实 充分 说 明 , 超 敏感 
位 点 的 产生 可 能 是 染色 质 结构 规律 性 变化 的 结果 。 正 是 由 于 这 种 变化 ,使 DNA 容易 与 RNA 
聚合 酶 和 其 他 转录 调控 因子 相 结 合 ,从 而 启动 基因 表达 ,同时 也 更 易于 被 核酸 酶 所 降解 。 

有 证 据 表 明 , 存 在 于 “ 灯 刷 形 ” 染色 体 (lamp brush) 上 的 环形 结构 可 能 与 基因 的 活 
性 转录 有 关外 -233)。“ 灯 刷 形 ” 染色 体 只 有 在 两 栖 类 动物 卵细胞 发 生 减 数 分 裂 时 才能 被 
观察 到 , 它 是 染色 体 充分 伸展 时 的 一 种 形态 。 此 时 ,两 对 姐妹 染色 体 常常 通过 “交叉 点 ” 
(chiasmata) 连 成 一 体 ' 外 5 29。 高 倍 电镜 下 观察 发 现 ,“ 灯 刷 形 " 染色体 上 存在 许多 突起 
的 “ 泡 ” 状 或 “ 环 " 状 结构 ,有 时 还 能 看 到 RNP 没 着 这 些 突起 结构 移动 ,表明 这 些 DNA 正 
在 被 RNA 聚合 酶 所 转录 时 2。3H 尿 喀 啶 核 苷 酸 标记 实验 表明 ,最 活跃 的 DNA 转录 区 
结构 较为 伸展 ,形成 蓬松 区 。 

研究 小 鼠 细 胞 非 活 化 染色 质 时 发 现 , 核 小 体 核心 组 蛋白 H; 第 110 位 的 殊 基 处 于 封闭 
状态 。 当 该 基因 活 牙 表达 时 , 核 小 体 转变 为 伸展 状态 ,H, 上 可 检测 到 殖 基 活性 。 研 究 原 
癌 基 因 c-fos 和 c-mye 的 诱导 表达 时 也 发 现 , 在 基因 活跃 转录 的 数 十 分 钟 或 数 小 时 内 ,这 
些 基因 绝 大 部 分 都 分 布 在 伸展 状态 ( 即 活 性 ) 染色 质 中 ,而 一 旦 转录 终止 ,这 些 基 因 又 重新 
分 布 到 非 活化 的 压缩 状态 中 ,表明 转录 时 核 小 体 伸展 或 压缩 状态 的 转换 是 可 逆 的 。 
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图 8-24 “ 灯 刷 形 ” 
染色 体 (a) 及 存在 
于 "活性 " 染色 质 区 
的 环 状 DNA 结构 (b) 
(a) 中 箭头 所 示 为 不 同 
姐妹 染色 体 对 之 间 的 
交叉 点 。 











2. 基因 扩 增 

基因 扩 增 是 指 某 些 基因 的 拷贝 数 专 一 性 大 量 增加 的 现象 , 它 使 细胞 在 短期 内 产生 大 
量 的 基因 产物 以 满足 生长 发 育 的 需要 ,是 基因 活性 调控 的 一 种 方式 。 例 如 ,非洲 爪 蜡 的 卵 
母 细 胞 中 原 有 rRNA 基因 (rDNA) 约 500 个 拷贝 ,在 减 数 分 裂 的 粗 线 期 ,这 个 基因 开始 
迅速 复制 ,到 双 线 期 它 的 拷贝 数 约 为 200 万 个 , 扩 增 近 4 000 倍 ,可 用 于 合成 10" 个 核糖 体 ， 
以 满足 卵 裂 期 和 胚胎 期 合成 大 量 蛋 白质 的 需要 。 在 基因 扩 增 之 前 ,整个 rDNA 区 位 于 单 
个 核 仁 中 (人 们 发 现 大 部 分 动物 细胞 中 都 有 这 种 含 rDNA 的 核 内 小 体 )。 在 该 细胞 发 育成 
卵 母 细胞 的 过 程 中 ( 约 3 周 时 间 ), 不 但 rDNA 数量 猛 增 , 核 仁 数量 也 大 大 增加 ,每 个 核 中 
可 有 几 百 个 这 样 的 小 核 仁 。 一旦 卵 母 细胞 成 熟 , 多 余 的 rDNA 就 没有 用 了 ,将 被 逐渐 降解 。 
受精 之 后 ,染色 体 DNA 开始 复制 ,并 通过 有 丝 分 裂 的 方式 ,不 断 扩大 细胞 群体 。 在 此 期 间 ， 
多 余 的 rDNA 继续 被 降解 ,直到 分 裂 产 生 几 百 个 细胞 时 ,rDNA 的 过 剩 现 象 就 不 复 存 在 了 。 

果 蝇 中 也 发 现 了 基因 扩 增 现象 。 在 卵巢 成 熟 之 前 ,卵巢 颗粒 细胞 中 产生 卵 沉 蛋白 
的 基因 被 扩 增 。 果 蝇 中 的 卵 原 细胞 ,经 4 次 分 裂 产生 16 个 细胞 ,其 中 一 个 是 卵 母 细胞 
(oocyte), 将 发 育成 为 卵细胞 。 其 他 15 个 是 营养 细胞 (nurse cell), 它 们 为 卵细胞 的 形成 提 
供 大 量 的 蛋白 质 及 其 他 大 分 子 物质 。 营 养 细 胞 之 所 以 能 够 产生 大 量 的 营养 物质 ,是 因为 
在 它们 的 形成 过 程 中 发 生 了 多 次 特殊 的 DNA 复制 , 卵 沉 蛋白 等 基因 拷贝 数 显著 增加 。 营 
养 细胞 与 卵细胞 通过 胞 浆 桥 相连 ,使 基因 产物 顺利 进入 正在 增 大 的 卵细胞 ,因此 ,在 卵 发 
生 后 期 ,营养 细胞 能 合成 大 量 卵 过 蛋白 ,把 卵 母 细 胞 包 里 在 卵 沉 内 。 

3. 基因 重 排 与 变换 

将 一 个 基因 从 远离 启动 子 的 地 方 移 到 距 它 很 近 的 位 点 从 而 启动 转录 ,这 种 方式 被 称 
为 基因 重 排 。 通 过 基因 重 排 调节 基因 活性 的 典型 例子 是 免疫 球 蛋 白 结构 基因 和 T- 细胞 
受 体 基因 的 表达 ,前 者 是 由 B 淋巴 细胞 合成 的 ,而 后 者 则 由 T- 淋巴 细胞 合成 。 免 疫 球 蛋 
白 的 肽 链 主要 由 可 变 区 (V 区 ), 恒 定 区 (C 区 ) 以 及 两 者 之 间 的 连接 区 (可 区 ) 组 成 表 8-7),V、 
C 和 J 基因 片段 在 胚胎 细胞 中 相隔 较 远 。 编 码 产 生 免 疫 球 蛋白 的 细胞 发 育 分 化 时 ,通过 
染色 体内 DNA 重组 把 4 个 相隔 较 远 的 基因 片段 连接 在 一 起 ,从 而 产生 了 具有 表达 活性 的 
免疫 球 蛋白 基因 (图 8 -25)。 
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图 8-255 免疫 球 蛋 
白 重 链 基 因 片段 重 排 
与 组 织 特异 性 表达 
(a) IGH 基因 座 的 分 布 
情况 ; (b) 通过 基因 重 
排 (rearmngemenr) 获得 
功能 型 免疫 球 蛋白 重 
链 基 因 。 
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表 8-7 ”人 类 基因 组 中 免疫 球 蛋 白 基 因 主 归 片 段 的 数量 比较 


基因 片段 数量 
成 分 基因 位 点 染色 体 
六 D 站 G 
重 链 IGH 14 86 30 9 11 
轻 链 (x 链 ) 1IGK 2 76 0 5 1 
轻 链 (入 链 ) IGL 22 52 0 7 7 


酵母 有 两 种 交配 型 ,MATa 和 W47az, 相 当 于 高 等 真 核 生物 中 的 肉 性 和 雄性 。 由 于 本 
母 主要 通过 无 性 的 细胞 分 裂 来 增殖 ,整个 群体 很 容易 变 成 只 有 一 种 交配 型 ,从 而 失去 通 
过 有 性 繁殖 得 到 下 一 代 的 机 会 。 这 种 现象 在 遗传 学 上 是 有 风险 的 ,因为 无 性 生殖 得 到 的 
群体 中 遗传 性 状 往 往 较 为 单一 。 为 了 避免 这 种 情况 ,酵母 细胞 能 通过 一 种 被 称 为 “交配 
型 转换 ”(mating type switching) 的 过 程 改 变 自己 的 性 别 。 这 个 过 程 有 时 也 被 称 为 基因 转 
换 (gene conversion)。 研 究 酵母 染色 体 上 交配 型 基因 位 点 发 现 ,每 个 单 倍 体 酵母 细胞 都 分 
别 带 有 MATa 或 MA4Ta 基因 ,在 这 个 基因 位 点 的 两 侧 分 别 存在 着 两 个 MAT 样 基因 ,HMLa 
和 HMRa, 其 序列 分 别 与 M4Ta 和 MATa 完全 相同 ,只 不 过 这 两 个 基因 一 般 情况 下 都 不 
能 表达 ,在 它们 的 上 游 调 控 区 有 “沉默 子 " 阻 过 基因 表达 。 所 以 ,HMLa 和 HMRa 又 被 称 
为 “沉默 交配 型 盒 ”。 交 配 型 转换 的 第 一 步 是 内 切 核 酸 酶 HO 在 M47 基因 内 部 一 个 24 
碱 基 对 序列 处 切 开 双 链 DNA, 自由 的 3' 末端 又 在 DNA 聚合 酶 的 作用 下 以 上 游 (或 下 游 ) 
HMLa 基因 为 模板 合成 双 链 DNA ,直到 完全 置换 原 有 的 MATa 基因 ,完成 性 别 变换 (图 8-26)。 

此 外 ,人 血红 蛋白 基因 表达 也 有 这 种 现象 。B 链 基 因 家 族 的 调节 基因 和 受 体 基因 原 
来 是 被 间隔 序列 分 隔 开 的 ,因此 这 些 结构 基因 没有 活性 。 在 胚胎 发 育 早 期 ,由 于 间隔 序 
列 $, 缺失 ,导致 调节 基因 局 和 受 体 基因 4, 连接 在 一 起 ,形成 调节 启动 基因 (R,4,), 邻 近 
的 结构 基因 转录 产生 = 肽 链 。 在 胚胎 发 育 后 期 (3 ~ 9 个 月 ), 由 于 间隔 序列 5, 缺失 ,使 调 
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节 基 因 及 和 4 连接 在 一 起 ,形成 调节 启动 基因 (RR,4,), 邻 近 的 结构 基因 转录 产生 Y 肽 链 。 
人 出 生 以 后 ,由 于 5; 的 缺失 ,形成 了 Ry4; 调节 启动 基因 ,激活 B 和 8 结构 基因 转录 ,产生 
B 和 5 肽 链 。a 肽 链 基 因 的 变换 也 按 这 个 模式 进行 ,形成 了 人 类 血红 蛋白 肽 链 组 成 的 规律 
性 变化 。 





8.3.2 DNA 甲 基 化 与 基因 活性 的 调控 


DNA 甲 基 化 是 最 早 发 现 的 修饰 途径 之 一 ,这 一 修饰 途径 可 能 存在 于 所 有 高 等 生物 中 
并 与 基因 表达 调控 密切 相关 。 大 量 研 究 表明 ,DNA 甲 基 化 能 关闭 某 些 基 因 的 活性 ,去 甲 
基 化 则 诱导 了 基因 的 重新 活化 和 表达 。DNA 甲 基 化 能 引起 染色 质 结 构 、DNA 构象 、 DNA 
稳定 性 及 DNA 与 蛋白 质 相互 作用 方式 的 改变 ,从 而 控制 基因 表达 。 研 究 证 实 ,CpG 二 核 
苷 酸 中 胞 喀 啶 的 甲 基 化 导致 了 人 体 1/3 以 上 由 于 碱 基 转 换 而 引起 的 遗传 病 。 我 们 将 在 本 
节 中 对 DNA 甲 基 化 和 去 甲 基 化 的 机 理 、DNA 甲 基 化 对 发 育 过 程 中 基因 表达 的 调控 以 及 
与 之 有 关 的 研究 进展 做 一 简 述 。 

1. DNA 的 甲 基 化 

DNA 申 基 化 修饰 现象 广泛 存在 于 多 种 有 机 体 中 。 在 染色 体 水 平 上 ,DNA 甲 基 化 在 着 
丝 粒 附 近 水 平 最 高 ;在 基因 水 平 上 ,DNA 甲 基 化 高 水 平 区 域 涵盖 了 多 数 的 转 座 子 , 假 基 因 
和 小 RNA 编码 区 。 甲 基 化 似乎 对 于 长 度 较 短 的 基因 有 较 强 的 转录 调控 能 力 , 而 对 长 基因 
的 调控 能 力 十 分 微弱 。 实 验证 明 , 这 个 过 程 不 但 与 DNA 复制 起 始 及 错误 修正 时 的 定位 
有 关 , 还 通过 改变 基因 的 表达 参与 细胞 的 生长 .发育 过 程 及 染色 体 印迹 、X 染色 体 失 活 等 
的 调控 。DNA 甲 基 化 主要 形成 5- 甲 基 胞 喀 啶 (5-mC) 和 少量 的 Y- 甲 基 腺 味 叭 (W-mA) 
及 7- 甲 基 鸟 味 叭 (7-mG) 钴 $27)。 在 真 核 生物 中 ,5- 甲 基 胞 喀 喧 主要 出 现在 CpG 序列 、 
CpXpG .CCAATGG 和 GATC 中 。 因为 高 等 生物 CpG 二 核 苷 酸 序列 中 的 C 通常 是 甲 基 化 的 ， 
极 易 自 发 脱 氨 , 生 成 胸腺 喀 啶 ,所 以 CpG 二 核 苷 酸 序列 出 现 的 频率 远 远 低 于 按 核 芽 酸 组 
成 计算 得 到 的 频率 。 由 于 这 些 CpG 二 核 苷 酸 通常 成 串 出 现在 DNA 上 ,这 段 序 列 往往 被 
称 为 CpG 岛 。 
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图 8-26 酵 剑 基因 
重 排 与 交配 型 转换 
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图 8-27 5- 甲 基 
胞 喀 啶 、Y- 甲 基 腺 
喷 吟 和 7- 甲 基 乌 味 
叭 结构 式 











鸟 味 叭 7- 甲 基 鸟 味 叭 





真 核 生物 细胞 内 存在 两 种 甲 基 化 酶 活性 :一 种 被 称 为 日 常 型 甲 基 转 移 酶 , 另 一 种 是 
从 头 合成 型 甲 基 转 移 酶 ,前 者 主要 在 甲 基 化 母 链 ( 模 板 链 ) 指导 下 使 处 于 半 甲 基 化 的 DNA 
双 链 分 子 上 与 甲 基 胞 喀 啶 相对 应 的 胞 喀 啶 甲 基 化 ,该 酶 催化 特异 性 极 强 , 对 半 甲 基 化 的 
DNA 有 较 高 的 亲和力 ,使 新 生 的 半 甲 基 化 DNA 迅速 甲 基 化 ,从 而 保证 DNA 复制 及 细胞 
分 烈 后 甲 基 化 模式 不 变 。 后 者 催化 未 甲 基 化 的 CpG 成 为 mCpG, 它 不 需要 母 链 指导 ,但 速 
度 很 慢 。 这 类 甲 基 化 酶 是 导致 特异 基因 受 甲 基 化 调控 的 主要 因子 ,在 基因 表达 的 表 观 遗 
传 学 研究 中 有 十 分 重要 的 地 位 。 

2. DNA 甲 基 化 抑制 基因 转录 的 机 理 

DNA 甲 基 化 导致 某 些 区 域 DNA 构象 变化 ,从 而 影响 了 蛋白 质 与 DNA 的 相互 作用 ， 
抑制 了 转录 因子 与 启动 区 DNA 的 结合 效率 。 研 究 表明 , 当 组 蛋白 H, 与 含 CCGG 序列 的 
甲 基 化 或 非 甲 基 化 DNA 分 别 形 成 复合 体 时 ,DNA 的 构 型 存在 着 很 大 的 差别 , 甲 基 化 达到 
一 定 程度 时 会 发 生 从 常规 的 B-DNA 向 Z-DNA 的 过 渡 。 由 于 Z-DNA 结构 收缩 ,螺旋 加 深 ， 
许多 蛋白 质 因子 赖 以 结合 的 元 件 缩 入 大 沟 而 不 利于 基因 转录 的 起 始 。 人 们 用 序列 相同 但 
甲 基 化 水 平 不 同 的 DNA 为 材料 ,比较 其 作为 RNA 聚合 酶 转录 模板 的 活性 ,发现 甲 基 的 引 
人 不 利于 模板 与 RNA 聚合 酶 的 结合 ,从 而 降低 其 体外 转录 活性 。 

5- 甲 基 胞 喀 啶 在 DNA 上 并 非 随 机 分 布 ,基因 的 5' 端 和 3' 端 往 往 富 含 甲 基 化 位 点 ， 
而 启动 区 DNA 分 子 上 的 甲 基 化 密度 与 基因 转录 受 抑制 的 程度 密切 相关 (图 8-28)。 对 于 弱 
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启动 子 来 说 ,稀少 的 甲 基 化 就 能 使 其 完全 失去 转录 活性 。 当 这 一 类 启动 子 被 增强 时 ( 带 有 
增强 子 ), 即 使 不 去 甲 基 化 也 可 以 恢复 其 转录 活性 。 若 进一步 提高 甲 基 化 密度 ,即使 增强 
后 的 启动 子 仍 无 转录 活性 。 因 为 甲 基 化 对 转录 的 抑制 强度 与 MeCP1 (methyl CpG-binding 
protein 1) 结合 DNA 的 能 力 成 正 相 关 , 甲 基 化 CpG 的 密度 和 启动 子 强度 之 间 的 平衡 决定 
了 该 启动 子 是 否 具有 转录 活性 。 

研究 证 实 ,小 鼠 a- 珠 蛋 白 基 因 和 人 y- 珠 蛋 白 基因 内 CpG 密度 较 低 ,前 者 1.4 kb 序 
列 内 含有 28 个 CpG (相当 于 每 50 bp 有 一 个 CpG), 后 者 3.3 kb 序列 内 含有 26 个 CpG ( 相 
当 于 每 126 bp 有 一 个 CpG), 而 人 a- 珠 借 白 基因 内 CpG 密度 很 高 ,1.5 kb 序列 中 有 141 
个 CpG (相当 于 每 10 bp 有 一 个 CpG) (四 8%-29a)。 人们 用 细菌 Hhal 甲 基 转 移 酶 处 理 人 a- 
珠 蛋 白 基 因 使 其 低 水 平 甲 基 化 (平均 每 62 个 bp 有 一 个 mCpG,1.5 kb 序列 中 有 24 个 
mCpG), 用 Sssl 甲 基 化 酶 把 该 基因 上 所 有 CpG 全 部 甲 基 化 。 将 上 述 CpG 密度 不 同 、. 甲 
基 化 水 平 也 不 同 的 基因 导入 人 HeLa 细胞 发 现 , 一 旦 CpG 完全 甲 基 化 ,这 3 个 基因 都 不 
表达 。 但 如 果 在 这 些 基 因 的 启动 区 装 上 SV40 增强 子 序列 ,CpG 密度 较 低 的 基因 如 小 鼠 
a- 珠 蛋 白 基因 和 人 y- 珠 蛋 白 基 因 就 得 到 表达 ,高 CpG 密度 但 只 有 部 分 甲 基 化 的 人 a- 
珠 蛋 白 基 因 也 能 被 转录 ,CpG 密度 高 同时 又 完全 甲 基 化 的 人 a- 珠 蛋 白 基 因 仍 然 不 被 转 
录 ( 图 8-29b)。 

DNA 的 甲 基 化 还 提高 了 该 位 点 的 突变 频率 。 真 核 生 物 中 5-mC 主要 出 现在 5-CpG-3/ 
序列 中 ,5-mC 脱毛 后 生成 的 胸腺 喀 啶 (T), 不 易 被 识别 和 矫正 。 因 此 ,特定 部 位 的 5-mC 
脱 氨基 反应 ,将 在 DNA 分 子 中 引信 可 遗传 的 转化 (C 一 T), 若 位 点 突变 发 生 在 DNA 功能 
区 域 ,就 可 能 造成 基因 表达 的 亲 乱 。 在 脑 瘤 、 乳 腺 癌 和 直肠 瘤 细胞 中 ,p53 基因 第 273 位 
密码 子 含 CpG 序列 , 常 由 CGT 突变 为 CAT 或 TGT(Arg 一 His 或 Cys)。 在 非 小 细胞 肺癌 
中 p53 基因 该 位 点 G 一 T 的 突变 频率 高 达 59.3%。 由 于 CpG 甲 基 化 增加 了 胞 喀 啶 残 基 
突变 的 可 能 性 ,5-mC 也 作为 内 源 性 诱 变 剂 或 致癌 因子 调节 基因 表达 。 


8.3” 真 核 基因 表达 的 染色 质 修饰 和 表 观 遗传 调控 


图 8-28 ”DNA 甲 基 
化 对 基因 转录 的 抑 
制作 用 
箭头 粗细 表示 转录 活 
性 强 弱 , 空心 加 表示 
DNA 未 甲 基 化 ,小 里 
点 表示 DNA 甲 基 化 ， 
椭圆 形 表 示 MeCP1 
松散 结合 ,长 条 框 表示 
MeCP1 紧密 结合 。 
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图 8-29 3 个 珠 蛋 
白 的 基因 编码 区 及 
启动 区 的 CpG 密度 
比较 (a) 以 及 甲 基 
化 对 这 些 基因 表达 
强度 的 影响 分 析 (b) 
无 :没有 甲 基 化 ;部 :部 
分 甲 基 化 。B- 珠 蛋 白 
mRNA 为 对 昭 。 
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(a) 





人 人 a- 珠 绰 白 基因 
一 
可 一 一 一 一 CpG 
小 般 a- 珠 蛋白 基因 
-EE— 
一 一 一 一 一 一 CPPG 
人 7 一 珠 香 白 基因 
一 
CpG 
-一 1 
100bp 
(b) 
基因 夫 运 穆王 白 仆 妇 a- 珠 蛋 白 大 并 鳞 蛋 疹 
ae | | 
增强 子 - + ~ + 
无 部 全 无 部 全 五 全 无 全 无 全 无 多 
有 - 珠 重 白 一 一 一 一 一 hs ed a ts 
mRNA 











3. DNA 甲 基 化 与 X 染色 体 失 活 

X 染色 体 失 活 是 发 育 过程 中 独特 的 调节 机 制 。 典 性 胎生 哺乳 类 动物 细胞 中 两 条 X 染 
色 体 之 一 在 发 育 早期 随机 失 活 ,以 确保 与 只 有 一 条 X 染色 体 的 雄性 个 体内 X 染色 体 基因 
的 剂量 相同 。 一 旦 发 生 X 染色 体 失 活 ,这 个 信息 便 能 够 稳定 地 传递 给 子 代 细胞 ,使 该 细 
胞 有 丝 分 裂 所 产生 的 后 代 都 保持 同一 条 X 染色 体 失 活 。 因 为 人 类 X 染色 体 上 有 1 亿 2 
千 800 万 个 碱 基 对 和 1 465 个 基因 ,所 以 X 染色 体 失 活 机 制 与 大 量 基因 的 表达 与 否 密切 
相关 ,是 发 育 调控 中 的 一 个 广 为 研 究 的 课题 。 

很 早 以 前 ,人 们 就 发 现 X 染 色 体 上 存在 一 个 与 X 染色体 失 活 有 密切 联系 的 核心 部 位 。 
车 X 染色 体 和 常 染色 体 间 发 生 染 色 体 易 位 ,使 X 染色 体 分 裂 为 两 个 片段 ,其 中 只 会 有 一 
个 片段 失 活 , 另 一 个 片段 则 在 所 有 细胞 中 保持 活性 。X 染色 体 上 的 基因 ,如 果 与 失 活 片段 
相连 接 就 失去 表达 活性 , 若 与 不 失 活 片段 相连 接 则 保持 表达 活性 。 这 就 是 说 ,在 失 活 的 片 
段 上 可 能 存在 着 一 个 失 活 中 心 , 另 一 片段 很 可 能 由 于 缺乏 该 核心 区 域 而 保持 活性 。 人 们 
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将 该 核心 区 命名 为 X 染色 体 失 活 中 心 (X-chromosome inactivation center,Xic), 并 定位 在 人 
Xq13 区 (正好 是 Barr 氏 小 体 浓 缩 部 位 ) 和 小 鼠 的 3XD。 失 活 的 染色 体 上 绝 大 多 数 基因 都 
处 于 关闭 状态 ,DNA 序列 都 呈 高 度 甲 基 化 。 

研究 人 X 染色 体 发 现 了 一 个 重要 的 基因 Xist (xi-specific transcript), 该 基因 只 在 失 活 
的 X 染色 体 上 表达 ,而 不 在 活性 的 X 染色 体 上 表达 '**8I。 在 小 鼠 Xic 位 点 上 也 发 现 了 
与 人 Xist 有 高 度 同 源 性 的 Xist 基因 。 人 和 小 鼠 Xist 基因 的 高 度 保守 性 和 其 染色 体 定位 ， 
以 及 该 基因 表达 的 独特 性 ,暗示 它 可 能 参与 了 X 染色 体 的 失 活 过 程 。 进 一 步 分 析 发 现 ， 
人 Xist 基因 至 少 有 8 个 外 显 子 ,总 长 约 17 千 碱 基 对 ,其 中 第 一 号 外 显 子 长 达 11 364 bp， 
第 六 号 外 显 子 也 长 达 4 543 bp ,整个 Xist 序列 中 存在 多 个 串联 的 重复 序列 。 有 趣 的 是 ,该 
基因 产物 是 一 功能 性 RNA 分 子 ,不 含 ORF , 却 含有 大 量 的 终止 密码 子 ,因此 并 不 编码 蛋 
白质 ,而 且 该 RNA 分 子 只 存在 于 细胞 核 内 ,不 向 细胞 质 转移 。 实 验证 明 ,Xist RNA 分 子 能 
与 Xic 位 点 相互 作用 ,引起 后 者 构象 变化 ,更 容易 与 各 种 蛋白 因子 相 结合 ,最 终 导 致 X 染 
色 体 失 活 。 


表 8-8 Xisl 甲 基 化 与 X 染色 体 失 活 
Xist X 染色 体 其 他 位 点 
甲 基 化 ,不 转录 活性 去 甲 基 化 ,活性 
去 甲 基 化 ,转录 失 活 甲 基 化 , 失 活 


可 以 肯定 ,Xist 基因 的 表达 是 决定 X 染色 体 失 活 的 关键 因素 。 那 么 ,Xist 基因 的 表达 
调控 又 是 受到 何 种 因素 影响 的 呢 ?” 研 究 发 现 , 活 性 X 染色 体 上 的 Xist 基因 总 是 甲 基 化 的 ， 
而 失 活 X 染色 体 上 该 位 点 都 是 去 甲 基 化 的 。 梭 性 体 细胞 只 含有 一 条 X 染色 体 ,永远 处 于 
活性 状态 ,其 Xist 基因 内 部 及 5' 端 启动 区 都 高 度 甲 基 化 。 肉 性 体 细胞 含有 两 条 X 染色 体 ， 
活性 X 染色 体 上 Xist 位 点 都 高 度 甲 基 化 ,而 失 活 X 染色 体 上 Xist 位 点 都 没有 甲 基 化 。 

目前 的 研究 表明 ,DNA 甲 基 化 与 多 种 组 蛋白 修饰 密切 相关 。DNA 甲 基 化 能 诱导 组 蛋 
白 去 乙酰 化 ,因为 DNA 甲 基 化 结合 蛋白 能 够 结合 到 甲 基 化 的 DNA 上 ,并 吸引 组 蛋白 去 乙 
酰 化 酶 结合 到 DNA 甲 基 化 结合 蛋白 上 ,最 终 诱导 乙酰 化 的 组 蛋白 去 乙酰 化 。 此 外 ,DNA 
甲 基 转 移 酶 能 与 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 .组 蛋白 甲 基 转移 酶 、ATP 依赖 的 染色 质 重 塑 元 件 . 染 
色 质 结构 蛋白 互相 作用 。 


8.3.3 组 蛋白 乙酰 化 对 基因 表达 的 影响 


蛋白 质 乙酰 化 普遍 存在 于 在 生物 体 细胞 内 ,涉及 许多 生理 生化 过 程 。 目 前 主要 研究 
组 蛋白 乙酰 化 对 基因 表达 调控 的 影响 。 

1. 组 蛋白 的 基本 组 成 

组 蛋白 (histone) 是 组 成 核 小 体 的 基本 成 分 , 核 小 体 (nucleosome) 是 组 成 染色 质 
的 基本 结构 单元 。 核 小 体 由 组 蛋白 八 聚 体 (由 两 个 包含 HA、HB 、H 和 Hs 的 四 聚 体 
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图 8-30 已 知 组 蛋 
白 N 端 "尾巴 "主要 


N, 组 重 白 N 端 ;C, 组 
蛋白 C 端 ;A, 乙 酰基 
团 ;P, 磷酸 其 团 ;M， 
甲 基 基 团 ;Ub, 记 素 基 
团 ;HAT, 乙 酰基 转移 
酶 ;HDAC, 乙 酰基 去 
乙酰 化 酶 。 
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组 成 ) 和 缠绕 两 圈 的 DNA 组 成 。 在 相 邻 的 核 小 体 之 间 有 一 个 20~ 200 bp 的 间隔 区 ， 
在 电子 显微镜 下 ,一列 核 小 体 看 上 去 像 一 串珠 子 ,每 个 珠子 的 直径 大 约 是 10 nm。 另 
一 个 组 蛋白 H 结合 在 核 小 体 核 心 之 外 ,起 到 稳定 核 小 体 序列 和 染色 质 的 高 级 结构 的 
作用 。 

2. 核心 组 蛋白 的 乙酰 化 和 去 乙酰 化 

核心 组 蛋白 朝向 外 部 的 N 端 部 分 被 称 为 “尾巴 ", 可 被 组 蛋白 乙酰 转移 酶 和 去 乙酰 
转移 酶 修饰 ,加 上 或 去 掉 乙 酰基 团 。 图 8-30 是 已 报道 的 组 蛋白 NN 端 “尾巴 " 主要 被 修饰 
位 点 。 

















3. 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 

催化 组 蛋白 乙酰 化 反应 的 是 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase,HAT)。 目 
前 已 经 发 现 的 HAT 主要 有 两 类 :一 类 与 转录 有 关 , 另 一 类 与 核 小 体 组 装 以 及 染色 质 
的 结构 有 关 。HAT 并 不 是 染色 质 结合 蛋 白 , 但 是 可 以 通过 与 其 他 蛋白 相互 作用 来 影 
响 染 色 质 的 结构 。 许 多 转录 激活 因子 都 有 HAT 活性 针 331, 与 转录 有 关 的 HAT 催化 
亚 基 是 酵母 调控 蛋白 质 GCN5 的 同 源 物 ,而 GCN5 本 身 具 有 乙酰 化 组 蛋白 HR 和 HH, 的 
活性 。 

TAF I 250 组 蛋白 乙酰 转移 酶 是 TF I D 复合 物 的 一 个 亚 基 , 它 的 主要 功能 是 与 启 
动 子 结合 协助 起 始 转录 ,能 使 组 蛋白 H, 和 H, 乙酰 化 。 转 录 共 激活 子 PCAF 也 能 使 这 两 
个 组 蛋白 乙酰 化 。 组 蛋白 乙酰 转移 酶 p300/CBP 也 是 转录 共 激 活 子 ,通过 与 增强 子 结合 蛋 
白 相互 作用 来 调节 转录 ,能 使 组 蛋白 HA .HB 、H, 和 H, 乙酰 化 。 与 激素 受 体 协同 作用 的 
转录 共 激 活 子 ACTR 也 是 一 种 作用 于 H, 和 H 的 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (去 8-9)。 
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图 8-31 具有 组 蛋 
白 乙 酰基 转移 酶 活 
性 的 蛋白 参与 转录 
调控 坟 意 图 














表 8-9 ”部 分 已 知 具有 乙酰 基 转 移 酶 活性 的 蛋白 


HAT 是 否 与 转录 相关 组 蛋白 体外 特异 性 

GNAT 家 族 

Hatl 无 (与 组 蛋白 组 装 相关 的 B 类 HAT) H, 

Gen5 转录 共 激 活 子 Hy/H, 

PCAF 转录 共 激 活 子 Hy/H, 

Hpa2 未 知 Hy/H, 
MYST 家 族 

Sas3 沉默 HyHy/H,A 

Esal 细胞 增殖 HHVH:A 

MOF 剂量 补偿 HVHVH:A 

Tip60 HIV 转移 活化 基因 相互 作用 HW/HYH,A 

MORF 未 知 HVHYHA 
p300/CBP 通用 型 共 牧 活 子 H:A/H:B/HMVH， 

SRC-1 核 受 体 共 激活 子 ,激素 信 号 应 答 HW/H, 

ACTR 核 受 体 共 激活 子 , 激 素 信号 应 答 Hy/H, 

TAF Il 250 TBP 相关 联 的 因 了 了 Hy/H, 

FH C90 RNA 聚合 酶 亚 起 始 转录 H, 
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图 8-32 组 蛋白 去 
乙酰 化 酶 复合 体能 
与 靶 基 因 启 动 于 区 


2 人 
天 全 
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,抑制 基因 转录 


4. 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 

组 蛋白 去 乙酰 化 酶 (histone deacetylase,HDAC) 负责 去 除 组 蛋白 上 的 乙酰 基 团 ,目前 
研究 比较 深入 的 是 人 类 中 的 HDAC1 和 醇 母 中 的 Rpd3。HDAC 和 Rpd3 都 形成 很 大 的 蛋 
白 复合 体 发 挥 作用 。Rpd3 能 特异 性 去 除 组 蛋白 上 的 乙酰 基 团 ,使 核 小 体 相互 靠近 ,并 在 
转录 共 抑 制 子 Sin3 及 R 的 的 协同 作用 下 ,抑制 基因 转录 (外 #-32)。 





启动 子 特异 性 的 组 鼻 白 去 乙酰 化 抑制 基因 转录 


| 





人 





5. 组 蛋白 乙酰 化 及 去 乙酰 化 对 基因 表达 的 影响 

组 蛋白 乙酰 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 通过 使 组 蛋白 乙酰 化 和 去 乙酰 化 对 基因 表达 产 
生 影 响 。 组 蛋白 N 端 “尾巴 "上 赖 氨 酸 残 基 的 乙酰 化 中 和 了 组 蛋白 尾巴 的 正 电 荷 ,降低 
了 它 与 DNA 的 亲 和 性 ,导致 核 小 体 构象 发 生 有 利于 转录 调节 蛋白 与 染色 质 相 结合 的 变 
化 ,从 而 提高 了 基因 转录 的 活性 。 核 心 组 蛋白 HA 、HB、H;、Hs 通过 组 蛋白 “尾部 " 选 
择 性 乙酰 基 化 影响 核 小 体 的 浓缩 水 平和 可 接近 性 。 研 究 发 现 , 受 乙 酰 化 修饰 的 组 蛋白 
形成 的 核 小 体 的 结构 比 未 经 修饰 的 组 蛋白 核 小 体 松 散 。 由 于 乙酰 化 的 组 蛋白 抑制 了 核 
小 体 的 浓缩 ,使 转录 因子 更 容易 与 基因 组 的 这 一 部 分 相 接触 ,有 利于 提高 基因 的 转录 
活性 。 

组 蛋白 乙酰 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 只 能 有 选择 地 影响 一 部 分 基因 的 转录 。 哺 乳 动物 和 
酵母 中 得 到 的 实验 数据 都 表明 ,转录 抑制 主要 是 由 于 新 产生 的 HDAC/Rpd3 复合 体 专 一 性 
结合 于 某 个 或 某 类 基因 启动 子 区 附近 的 组 蛋白 位 点 并 使 之 去 乙酰 化 ,导致 染色 质 结构 发 
生 不 利于 基因 转录 的 变化 。 

视网膜 母 细胞 瘤 (retinoblastoma protein,Rb) 蛋白 是 另 一 类 被 广泛 研究 的 肿瘤 抑制 因 
子 ,该 蛋白 主要 与 E2F 类 转录 激活 因子 相互 作用 ,抑制 主要 参与 细胞 周期 调控 的 靶 基 因 
的 转录 活性 。 研 究 发 现 ,与 E2F 类 转录 激活 因子 相 结合 的 Rb 能 进一步 募集 去 乙酰 化 酶 
1(HDAC1), 使 这 类 基因 的 启动 子 区 发 生 特 异性 的 去 乙酰 化 反应 ,导致 该 区 段 染 色 质 浓缩 ， 
靶 基 因 转 录 活 性 消失 入 8-3。 有 实验 表明 ,DNA 甲 基 化 诱导 了 组 蛋白 的 去 乙酰 化 作用 ， 
使 靶 基 因 转录 受 抑 制 四 * 9 。 
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Be 白 去 乙酸 
Me CP2 与 甲 基 化 二 机 半生 到 





一 组 蛋白 去 乙酸 化 








的 DNA 结 合 Me CP2 附近 





8.3.4 ”组 蛋白 甲 基 化 对 于 真 核 基 因 表达 的 调控 


1. 组 蛋白 甲 基 化 的 功能 

目前 已 知 的 识别 各 种 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 化 修饰 的 蛋白 或 者 与 这 些 识别 蛋白 相互 作 
用 的 蛋白 非常 多 ,暗示 组 蛋白 赖 氨 酸 的 甲 基 化 十 分 重要 。 一 般 来 说 ,各 种 组 蛋白 甲 基 化 
修饰 在 染色 体 上 的 分 布 以 及 功能 不 尽 相 同 , 比 如 H3K9me3 标记 通常 与 异 染 色 质 化 有 关 ， 
H3K27me3 通常 与 抑制 基因 表达 有 关 , 而 H3K4me3 常 被 视 作 转录 活化 区 的 标记 (去 8-!0)。 
近年 的 研究 发 现 , 异 染 色 质 化 区 域 可 以 分 成 非 组 成 型 和 组 成 型 异 染色 质 化 ,这 两 种 情况 的 
组 蛋白 甲 基 化 修饰 也 不 相同 - 


表 8-10 ”常见 的 组 蛋白 修饰 





组 蛋白 甲 基 化 染色 体 常 见 分 布 主要 功能 
H3K9me3 中 心 粒 , 疯 粒 组 成 型 异 染色 质 
H3K27me3 沉 虚 基因 沉 黑 基因 
H3K4me3 转录 起 始 位 点 转录 活性 区 标记 
H3K36me3 转录 区 转录 活性 区 标记 


非 组 成 型 异 染色 质 化。 多 发 生 在 不 同 生 长 发 育 时 期 一 些 需要 被 沉默 的 基因 区 域 。 动 
物 中 最 常见 的 一 种 形式 就 是 肉 性 的 随机 失 活 的 一 条 X 染色 体 。 研 究 发 现 , 失 活 的 X 染色 
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图 8-33 组 蛋白 去 
乙酰 化 复 与 肿瘤 抑 
制 因 子 Rb 相互 作 
用 抑制 靶 基 因 转 录 


图 8-34 DNA 甲 基 
化 诱导 组 蛋白 去 乙 
酰 化 ,从 而 抑制 靶 基 
因 转录 
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图 8-35 异 染 色 质 
化 的 功能 


(a) 为 组 蛋白 甲 基 化 引 
起 的 基因 组 中 某 些 区 
域 被 非 组 成 型 异 染色 
质 化 。 某 些 特定 发 育 
时 期 带 有 H3K27me3 
标记 的 染色 质 区 域 会 
在 特定 转录 调节 因子 
作用 下 被 PRC 特异 识 
别 . 结 合并 在 H3K27 
甲 基 转 移 酶 作用 下 将 
该 区 域 附 近 的 其 他 染 
色 质 上 的 组 蛋白 三 甲 
基 化 ,从 而 引起 大 范 
围 的 蜡染 色 质 化 导致 
整个 区 域 发 生 基因 表 
达 沉 默 。(b) 则 代表 了 
一 类 在 细胞 内 通常 会 
发 生 的 组 成 型 异 染 色 
质 化 ,该 过 程 一 般 发 
生 在 中 心 粒 和 端 粒 附 
近 ,HPl1 识别 组 蛋白 
H3K9me2/3 标 记 , 然 
后 招募 SUV39 使 新 生 
成 的 组 蛋白 发 生 三 甲 
其 化, 这样 就 会 使 得 中 
心术 和 端 粒 附近 的 区 
域 始终 保持 异 染 色 质 
状态 。 
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体 上 有 很 高 水 平 的 H3K27me3 修饰 ,而 且 H3K27me3 的 修饰 上 往往 伴 有 polycomb 抑制 复 
合 物 (polycomb repressor complex,PRC)。 核 心 PRC 是 一 个 三 元 复合 物 ,其 中 一 个 成 员 E(Z) 
是 H3K27 甲 基 转 移 酶 ,因此 PRC 介 导 的 蜡染 色 质 化 通常 会 由 异 染色 质 成 核 中 心 向 周转 
扩散 H3K27me3 修饰 ,将 附近 一 段 区 域内 的 染色 质 都 异 染色 质 化 ( 鲜 *-35)。 随 着 越 来 越 多 
的 染色 质 免 疫 共 沉 淀 - 测序 (ChIP-chip,ChlP-seq) 数据 报道 ,人 们 发 现 动物 染色 体 上 有 具 
有 高 水 平 H3K27me3 修饰 的 染色 体 片段 往往 很 长 ,覆盖 染色 体 大 片区 域 ,而 拟 南 芥 中 这 种 
修饰 却 集中 于 基因 转录 区 ,和 米 盖 长 度 只 有 一 个 基因 。 这 个 现象 暗示 动 植物 可 能 采取 了 不 
同 的 H3K27 甲 基 化 修饰 抑制 基因 的 表达 。 

组 成 型 异 染色 质 化 。 通 常 发 生 在 染色 质 中心 粒 、 端 粒 区 域 , 常 由 HP1 蛋白 介 导 ,该 蛋 
白 形成 二 聚 体 识别 并 结合 H3K9me2/3。 因 为 HP1 能 与 H3K9 甲 基 转移 酶 SUV39 发 生 相 
互 作用 ,导致 了 高 水 平 的 H3K9me3 修饰 。 与 H3K27 的 机 制 相似 ,细胞 分 裂 时 母 细 胞 的 
H3K9me2/3 标记 结合 了 HP1 蛋白 ,HP1 又 招募 SUV39 到 邻近 染色 质 区 域 催化 新 组 装 组 
蛋白 产生 新 的 H3K9me3 标记 ,保持 中 心 粒 , 端 粒 的 异 染色 质 化 因 8-35)。 





(0 异 染 色 质 化 异 染 色 质 化 






H3K27me3 











中 心 粒 / 喘 粒 





表 观 修饰 的 遗传 。 表 观 修 饰 是 可 遗传 的 , 当 母 细胞 分 裂 出 子 细胞 时 , 母 细胞 染色 质 具 
有 的 特定 表 观 修饰 会 在 子 代 细 胞 DNA 的 相同 位 置 重 现 。 一 般 认 为 表 观 修饰 的 遗传 是 通 
过 已 经 存在 的 标记 招募 相应 甲 基 转 移 酶 到 染色 质 附近 而 实现 的 。 比 如 细胞 分 裂 时 母 细 胞 
H3K27me3 标记 与 PRC 相互 作用 ,新 复制 的 DNA 因为 附近 有 PRC 存在 ,被 E(Z) 催化 生 
成 新 的 H3K27me3 ,因此 子 代 细 胞 被 打上 同样 的 标记 。 

“下 表 猫 ”就 是 一 个 非常 典型 的 例子 。 所 谓 "“ 珠 更 猫 " 就 是 不 同 毛色 镰 艇 式 同 时 存在 
于 一 只 猫 身上 。 决 定 猫 毛 色 的 不 同等 位 基因 定位 于 X 染色 体 上 ,在 胚胎 发 育 早 期 肉 性 会 
随机 将 一 条 X 染色 体 包 装 成 异 染 色 质 (高 水 平 H3K9me3 和 H3K27me3), 所 有 转录 被 抑 
制 , 整 条 染色 体 被 沉默 。 随 后 分 裂 产生 的 子 细胞 会 在 同一 条 X 染色 体 上 打上 同样 异 染色 


第 8 章 真 核 基因 表达 调控 


质 化 的 标签 ,持续 保留 其 失 活 状态 。 因 此 , 当 肉 性 的 一 对 X 染色 体 上 带 有 不 同 毛 色 等 位 
基因 时 , 猫 身上 就 会 长 出 可 遗传 的 不 同 毛色 的 块 状 镶 庶 斑纹 。 

常 表达 染色 质 。 该 区 域 比 异 染色 质 区 有 更 宽松 的 修饰 环境 ,也 存在 一 些 较 普 遍 的 标 
记 , 如 基因 的 增强 子 区 常 有 H3K4mel 修饰 。 各 种 组 蛋白 甲 基 化 修饰 有 不 同 的 分 布 倾向 ， 
H3K4me3 常 富 集 在 转录 起 始 区 ,而 H3K36me3 在 整个 转录 区 都 有 比较 高 的 水 平 。 酵 母 中 
setl 基因 编码 H3K4 甲 基 转移 酶 ,可 与 C 末 端 (CTD) 第 5 位 丝氨酸 被 磷酸 化 的 RNA 聚合 
酶 了 相互 作用 。SET2 是 H3K36 甲 基 转 移 酶 ,可 与 C 末 端 (CTD) 第 2 位 丝氨酸 被 磷酸 化 
的 RNA 聚合 酶 开 相 结合 ,而 第 2 位 丝氨酸 磷酸 化 正 是 RNA 聚合 酶 卫 在 转录 延伸 过 程 中 
的 标记 , 随 着 转录 的 进行 而 增多 。 因 此 ,不 同 甲 基 转移 酶 蛋白 和 不 同 磷酸 化 状态 的 RNA 
聚合 酶 下 相互 作用 ,导致 两 种 组 蛋白 甲 基 化 在 基因 区 的 不 同 分 布 方式 *，。 





启动 子 解脱 


转录 区 域 








修饰 的 整合 作用 。 多 种 组 蛋白 修饰 作用 不 是 彼此 孤立 存在 的 ,它们 往往 参与 同一 个 基 
因 的 表达 调控 。 酵 母 中 的 Yngl 是 一 个 H3K4me3 识别 蛋白 ,但 同时 能 与 组 蛋白 乙酰 转移 
酶 NuA3 发 生 相互 作用 ,Yngl 结合 H3K4me3 后 与 NuA3 的 相互 作用 变 得 更 加 稳定 。 因 此 ， 
NuA3 在 H3K4me3 附近 催化 H3K14 的 乙酰 化 ,使 得 H3K4me3 富 集 的 转录 起 始 区 也 有 高 
水 平 的 H3K14 乙酰 化 修饰 。H3K14 乙酰 化 本 身 也 是 转录 激活 标记 ,乙酰 化 修饰 使 核 小 体 
缠绕 更 加 松散 ,有 利于 基因 转录 。 另 外 ,转录 区 的 H3K36me3 标签 可 与 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 
Rpd3S 相 结合 ,后 者 可 使 转录 延伸 过 程 中 位 于 RNA 聚合 酶 开 之 后 .与 被 转录 DNA 相 结合 
的 组 蛋白 去 乙酰 化 ,使 组 蛋白 与 DNA 缠绕 组 装 得 更 紧密 ,导致 被 转录 区 域 适时 关闭 ,对 于 
产生 正确 的 转录 物 有 重要 意义 。 上 述 整合 机 制 是 否 存 在 于 其 他 物种 中 ,还 不 得 而 知 。 

2. 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 

组 蛋白 上 有 两 种 残 基 , 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 , 可 以 被 甲 基 化 修饰 。 据 此 将 组 蛋白 申 基 转移 
酶 分 成 两 类 , 即 组 蛋白 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 (histone lysine methyltransferase,HKMT) 和 和 蛋白 
质 精 氨 酸 甲 基 转移 酶 (protein arginine methyltransferase,PRMT)。 甲 基 化 修饰 的 复杂 性 比 
乙酰 化 修饰 更 高 。 赖 氨 酸 侧 链 的 e- 氨基 上 有 3 个 氢 可 被 替换 为 甲 基 , 因 而 赖 氨 酸 上 可 有 
单 甲 基 化 . 双 甲 基 化 和 三 甲 基 化 3 种 不 同 修饰 ;而 精 氨 酸 有 两 个 可 以 被 甲 基 修 饰 的 氨基 基 
团 ,因此 精 氨 酸 上 可 有 单 甲 基 化 、 对 称 双 甲 基 和 不 对 称 双 甲 基 3 种 修饰 。 目 前 已 知 的 所 有 
反应 中 的 甲 基 供 体 都 是 5- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (.S-adenosylmethionine,SAM) "YW7, 
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多 8-36 组 熏 折 人 和 修 
人 饰 分 布 倾 问 
酵母 中 启动 子 区 的 
RNA 聚合 酶 II(RNAP 
TI) 是 第 5 位 丝氨酸 
被 磷酸 化 ,该 磷酸 化 
状态 的 RNAP [1 能 
够 与 H3K4 甲 基 转移 
酶 SETI 发 生 相 互 作 
用 ,使 得 启动 子 区 发 
生 H3K4me3 修饰 , 进 
- 步 招 幕 RAT 使 得 
该 区 域 发 生 乙 酰 化 ， 
使 得 转录 起 始 区 域 保 
持 较 高 的 转录 起 始 效 
率 。 而 在 转录 过 程 中 
RNAP 可 第 2 位 丝 所 
酸 被 磷酸 化 , 该 磷酸 
化 状态 的 RNAP 1 
与 H3K36 甲 基 转 移 酶 
SET2 相互 识别 ,进而 
招募 HDAC 使 得 转录 
区 域 发 生 去 乙酰 化 , 转 
录 起 始 事件 发 生 闫 府 
比较 低 ,使 得 转录 延伸 
顺利 进行 。 


329 


图 8-37 组 蛋白 申 
基 转移 反 应 示意 图 


图 8-38 组 蛋白 甲 
基 转 移 酶 家 族 
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已 从 各 个 物种 中 鉴定 出 一 批 HKMT, 它 们 几乎 都 拥有 甲 基 转 移 酶 催化 活性 区 SET 结 
构 域 。 不 同 的 HMKT 催化 不 同 的 底 物 ,最 早 发 现 的 甲 基 转 移 酶 是 与 组 成 型 异 染 色 质 化 有 
关 的 SUV39H1 ,催化 H3K9 的 甲 基 化 。 有 的 底 物 特异 性 催化 H3K9, 有 的 只 催化 H3K4 甲 
基 化 。DIMS 能 催化 H3K9 的 单 、 双 三甲 基 化 ,而 SET7/9 只 能 催化 H3K4 的 单 甲 基 化 。 
结构 生物 学 研究 表明 酶 催化 中 心 的 一 些 关键 氨基 酸 所 构成 的 不 同 的 空间 位 阻 决定 该 酶 能 
够 添加 多 少 个 甲 基 , 因 为 如 果 将 DIM5 和 SET7/9 相应 的 核心 氨基 酸 互 换 ,那么 DIM5 只 能 
催化 单 甲 基 化 ,而 SET7/9 则 可 以 催化 三 甲 基 化 "中 33 








类 型 ZCyse RFINHxCxPN ELxFDY 已 知 的 底 物 
SUV39(DIMS) RC H3K9/K27 
CxCxsC 
NT H3K4 
7~9Cys 
SET2 EE H3K36(ySET2) 
~15C. p H4K20. H3K4. 9(ASH1) 
Ez ed H3K27/K9 
? NI 
RIZ [2 未 知 
H3K36(SET7/9) 

其 他 :SET7/9,SET8,vSET 记 ”JE |] H4K20(SET8) 
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精 氨 酸 甲 基 转移 酶 (PRMT) 分 成 [型 和 型 , ] 型 催化 单 甲 基 和 非 对 称 双 甲 基 化 , 了 
型 催化 单 甲 基 和 对 称 双 甲 基 化 。 常 见 精 氨 酸 甲 基 转 移 酶 有 PRMT1、4、5 和 6。 此 外 ,在 果 
蝇 和 拟 南 芥 的 相关 研究 中 还 发 现 有 PRMT 家 族 成 员 参 与 调控 pre-mRNA 的 可 变 剪 切 ,从 
而 影响 生物 的 层 夜 节律 。 

3. 组 蛋白 去 甲 基 化 酶 

曾经 有 很 长 一 段 时 间 , 人 们 认为 组 蛋白 甲 基 化 修饰 是 稳定 存在 的 ,没有 主动 的 去 甲 基 
化 过 程 。2002 年 以 后 ,人 们 才 逐 渐 发 现 生物 体内 存在 为 数 不 少 的 组 蛋白 去 甲 基 化 酶 。 最 早 
发 现 的 赖 氨 酸 甲 基 转移 酶 是 LSD1 (lysine-specific demethylase), 该 酶 用 FAD 为 辅助 因子 ,可 在 
体外 系统 中 催化 H3K4me1/2 的 去 甲 基 化 ,但 不 能 催化 三 甲 基 化 的 去 甲 基 反 应 。 体 内 研究 发 
现 ,LSDI 可 与 不 同 的 复合 物 相互 作用 并 通过 这 些 复合 物 被 募集 到 相应 的 染色 质 区 域 。 与 不 
同 复合 物 的 结合 还 能 改变 LSD1 催化 底 物 的 特性 。 当 LSD1 与 Co-REST 抑制 复合 物 相 结 合 
时 催化 H3K4mel/2 的 去 甲 基 化 , 若 与 雄 激素 受 体 结合 则 可 催化 H3K9 的 去 甲 基 化 。 因 此 , 同 
一 个 去 甲 基 化 酶 可 以 行使 转录 激活 和 转录 抑制 两 种 相反 的 功能 , 视 与 其 合作 的 因子 而 定 。 

研究 发 现 ,存在 于 许多 赖 氨 酸 去 甲 基 化 酶 中 的 jumonji 结构 域 是 去 甲 基 化 酶 的 催化 
活性 结构 域 。 在 最 早 鉴 定 的 赖 氨 酸 去 三 甲 基 化 酶 JMJD2 中 ,JMJD2 可 催化 H3K9me3 和 
H3K38me3 的 去 甲 基 化 , 酶 催 活 性 区 为 JmjC 结构 域 四 *-?)。 





图 8-39 具有 jJmijC 
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8.4 基因 沉默 对 真 核 基 因 表 达 的 调控 


8.4.1 基因 沉默 的 相关 概念 


基因 沉默 (又 称 RNA 沉默 ,RNA silencing) 是 指 真 核 生 物 中 由 双 链 RNA 诱导 的 识别 
和 清除 细胞 中 非 正 常 RNA 的 一 种 机 制 。 通 常情 况 下 基因 沉默 可 以 分 为 转录 水 平 基因 沉 
默 (transcriptional gene silencing) 和 转录 后 基因 沉默 (post-transcriptional gene silencing)- 
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图 8-40 RNAi 省 
射 实验 明确 RNA 足 
以 双 链 形式 行使 功 
能 的 
利用 康 位 杂交 技术 检 
而 4- 细胞 胚胎 时 期 的 
线虫 内 源 MEX3 RNA 
(以 深 色 表示 )。(a) 正 
常 胚胎 ,无 杂交 探 针 ; 
{b) 未 注射 RNA, 杂 交 
探 针 检测 线虫 年 抬 细 
胞 内 源 MEX3 RNA; 
{c) 注射 MEX3 RNA 
到 义 链 , 杂 交 探 针 检 
油 出 MEX3 RNA 水 
平 略 有 下 降 ; (d) 注射 
双 链 MEX3 RNA, 杂 
交 探 针 未 检测 出 内 源 
MEX3 RNA。 
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RNA 干扰 (RNA interference,RNAi) 是 指 由 双 链 RNA (double-stranded RNA ,dsRNA) 
诱发 的 、 同 源 mRNA 高 效 特异 性 降解 的 技术 。 由 于 RNAi 技术 可 以 特异 性 降低 或 关闭 目 
的 基因 表达 ,该 技术 已 被 广泛 用 于 探索 基因 功能 和 疾病 的 基因 治疗 领域 。 


8.4.2 干扰 小 RNA 


1. 干扰 小 RNA (small interfering RNA ,siRNA) 的 发 现 

早 在 1988 年 就 有 RNAi 的 现象 报道 。 当 时 的 研究 人 员 希 望 通过 转基因 过 表达 的 手 
段 使 得 牵 牛 花 的 颜色 变 深 ,但 在 他 们 得 到 的 诸多 转基因 牵 牛 花 中 ,有 些 花 不 但 颜色 没有 更 
深 , 反 而 变 成 白色 了 。 相 类 似 现象 也 在 其 他 转基因 植物 中 出 现 , 被 称 为 基因 表达 的 共 抑制 
现象 ( co-suppression)。 人 们 发 现 不 论 引 人 靶 基 因 的 正义 链 (sense) 还 是 反 义 链 (an4-sense)， 
都 有 可 能 导致 内 源 靶 基因 表达 量 下 降 。 这 种 现象 在 许多 真 核 生 物 中 都 有 报道 ,在 线虫 . 果 
蝇 的 研究 中 该 现象 被 称 为 RNA 干扰 。 

1998 年 ,研究 人 员 通 过 实验 发 现 RNAi 的 重要 特性 是 以 双 链 RNA 行使 功能 。 通 过 微 
注射 将 基因 MEX3 的 反 义 mRNA 和 dsRNA 注射 人 线虫 性 腺 细胞 中 ,在 子 代 胚胎 中 用 原 
位 杂交 方法 检测 内 源 MEX3 的 表达 水 平 。 没 有 注射 的 胚胎 中 ,MEX3 表达 量 很 高 ;注射 了 
反 义 RNA 的 MEX3 表达 量 明显 降低 ;而 注射 了 dsRNA 的 胚胎 中 几乎 检测 不 到 MEX3 的 
表达 ' 几 # 40)。 














实验 表明 , 双 链 RNA 对 内 源 基 因 表 达 的 干扰 效率 远 高 于 单 链 的 RNA ,真正 起 到 RNA 
沉默 作用 的 应 该 是 双 链 RNA。 此 外 ,研究 还 发 现 ,引入 的 外 源 RNA 只 对 同 源 基 因 有 高 沉默 
效率 ,暗示 它们 之 间 可 能 需要 形成 配对 的 基础 。2000 年 ,RNAi 研究 有 了 重要 进展 ,揭示 了 
dsRNA 介 导 的 RNAi 现象 的 许多 重要 特性 。 研 究 者 开发 了 一 套 基 于 果 蝇 细胞 提取 物 的 体外 
RNAi 研究 系统 ,发 现 不 论 是 否 有 靶 mRNA 的 存在 ,引入 的 外 源 dsRNA 的 正义 、 反 义 链 都 会 
被 切割 成 21 ~ 23 nt 的 小 片段 时 1, 相对 应 的 靶 mRNA 也 会 被 降解 成 长 度 差 为 21 ~ 23 nt 
的 片段 ,说 明 这 种 降解 很 可 能 是 由 21 ~ 23 nt 小 片段 介 导 的 ,并 且 这 种 降解 需要 ATP 提供 
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能 量 。 现 在 ,已 统一 将 介 导 这 种 沉默 现象 的 小 片段 





标准 量 dsPp-luc 
RNA 称 为 干扰 小 RNA (small interfering RNA ,siRNA)。 
2. siRNA 的 生物 合成 全 
病毒 RNA 以 及 由 环境 .实验 因素 引入 的 外 源 
RNA 都 可 能 是 siRNA 的 来 源 。 此 外 ,基因 组 重复 片 ”| 2! 一 
段 , 转 座 邓 等 序列 也 可 能 产生 SRNA。 通 常 一 个 长 为 “| ”” 寺 


21 nt 的 双 链 小 RNA ,其 中 19 nt 形成 配对 双 链 ,3' 端 








各 有 两 个 不 配对 核 童 酸 ,而 $ 端 为 磷酸 基 团 。 其 中 evi 
一 条 链 为 引导 链 (guide strand), 介 导 mRNA 的 降解 ; SS 
2P- 标 记 : as asasS S a a 


另 一 条 链 为 乘客 链 (passenger strand), 在 siRNA 形成 
有 功能 的 复合 物 前 被 降解 。 

siRNA 的 产生 过 程 主要 包括 着 3 个 核心 步骤 :QD 经 Dicer 切割 形成 双 链 小 片段 ;四 组 
装 复合 物 ;G@@ 形 成 有 活性 的 沉默 复合 物 (RNA induced silencing complex, RISC) (图 3-42), 











Dicer 
yy + 


We 


组 装 到 AGO 蛋白 中 


| “a 


mi 


形成 有 活性 的 RISC 


入 R2D2 
人 组 半 和 形式 
和 txt 














(1) Dicer 切割 ”Dicer 是 一 类 RNase 由 蛋白 ,主要 包括 一 对 RNase 轩 结 构 域 . 双 链 
RNA 结合 域 . 解 旋 酶 结构 域 和 PAZ 结构 域 。PAZ 结构 域 可 以 结合 双 链 RNA 的 两 个 3' 不 
配对 核 苷 酸 。 两 个 RNase 有 结构 域 形成 分 子 内 二 聚 体 结构 ,各 催化 剪 切 一 条 链 , 产 生 双 
链 断 裂 独 8-3。 结构 生物 学 研究 表明 ,PAZ 结构 域 和 RNase 亚 催 化 切 点 约 相距 6.5 nm， 
与 20 多 个 核 苷 酸 的 长 度 相当 ,因此 ,Dicer 本 身 可 以 作为 一 把 裁剪 的 尺子 ,用 来 切 出 长 为 
21~23nt 的 siRNA。 

(2) R2D2 的 装配 siRNA 的 装载 需要 双 链 RNA 结合 蛋白 R2D2 的 帮助 。R2D2 包 
含 两 个 一 前 一 后 的 的 双 链 RNA 结合 结构 域 ,有 报道 认为 R2D2 可 以 结合 双 链 小 RNA 热 
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图 8-41 体外 检测 
RNAi 小 片段 


电泳 图 表明 双 链 RNA 
存在 时 果 蜡 胚胎 细胞 
内 会 产生 21~ 23 nt 的 
RNA 片段 。 图 中 3 和 
s 分 别 代表 RNA 分 子 
的 反 义 链 与 正义 链 。 
当 向 果 蝇 胚胎 注射 双 
链 RNA 分 子 时 ,无 论 
mRNA 存在 与 否 都 会 
产生 大 量 的 21~ 23 nt 
RNA 片段 ( 泳 道 2,3); 
而 当 只 注射 了 正义 链 
或 反 义 链 时 ,只 有 同时 
注射 了 mRNA 分 子 
才 会 产生 较 多 的 RNA 
片段 ( 泳 道 5,7); 反 之 ， 
如 果 只 注射 单 链 RNA 
则 产生 很 少 的 RNA 
片段 ( 泳 道 4,6)。 


图 8-42 siRNA 的 
产生 过 程 
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图 8-43 Dicer 结 
构 及 切割 示意 图 


图 8-44 Argonaute 
异 白 与 RISC 的 组 
装 ,成 训 
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Dicer Helicase — PAZ — RNase Ma 一 一 RNase Wb —— dsRBD 














稳定 性 较 高 的 一 端 。 由 于 引导 链 的 5' 端 稳定 性 一 般 较 差 ,因此 ,R2D2 常 结合 在 引导 链 3 
端 一 侧 。Dicer 和 R2D2 形成 异 源 二 聚 体 ,Dicer/R2D2/siRNA 三 者 形成 RISC 装载 复合 物 。 
R2D2 招募 Argonaute 蛋白 ,开始 组 装 RISC。 

(3) RISC 的 装配 和 成 熟 ”Argonaute 与 Dicer 可 以 发 生 蛋 白质 - 蛋白 质 相 互 作 用 ， 
Argonaute 首先 与 Dicer 交换 ,结合 到 siRNA 双 链 的 一 端 ,然后 与 R2D2 交换 ,将 整个 双 链 
小 RNA 都 转载 到 Argonaute 中 。 此 时 ,Argonaute 将 乘客 链 降 解 ,形成 有 功能 的 沉默 复合 物 。 

Argonaute 蛋白 有 PAZ、MID 、PIWI 三 个 结构 域 ! 卜 8-),PAZ 结构 域 与 RNA 分 子 中 3 
不 配对 的 两 个 核 苷 酸 相 结合 (与 Dicer 相同 ), 该 结构 域 的 核心 氨基 酸 在 Argonaute 家 族 中 
保守 性 强 , 但 结构 生物 学 研究 并 没有 发 现 RNA- 蛋白 质 的 直接 相互 作用 ,所 以 认为 PAZ 
和 RNA 分 子 中 3' 不 配对 的 两 个 核 苷 酸 的 结合 没有 特异 选择 性 。MID 结合 siRNA 的 5' 端 ， 
该 位 点 的 磷酸 基 团 和 MID 结合 口袋 中 的 氨基 酸 残 基 形 成 氢 键 ,这 种 RNA- 和 蛋白质 的 相互 
作用 需要 二 价 阳离子 (Mg*)。PIWI 的 三 级 结构 与 RNase H 家 族 蛋 白 的 核心 结构 相似 , 具 
有 5 个 折合 并 缠绕 着 一 系列 a 螺旋 ,因此 被 认为 可 能 具有 RNase H 活性 结构 域 ,可 催化 
剪 切 RNA。 





Anc N 一 Pix 一 


2~8 nt 互补 配对 
> 
第 9、10 nt 切割 


/ 
i - 入 mRNA 














3. siRNA 介 导 的 沉默 机 理 
已 知 siRNA 介 导 的 基因 沉默 主要 发 生 在 两 个 水 平 上 , 即 转录 后 水 平 的 mRNA 的 降解 
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以 及 染色 体 水 平 上 形成 异 染色 质 。 实 验证 明 靶 mRNA 可 以 被 siRNA 切割 成 若干 片段 , 片 
段 之 间 往 往 长 度 差 为 21 ~ 23 nt, 而 且 被 切割 出 的 片段 长 度 由 siRNA 与 mRNA 的 哪 段 区 
域 互 补 配对 所 决定 。 有 研究 表明 ,siRNA 介 导 的 mRNA 的 降解 需要 核酸 酶 催化 以 及 镁 离 
子 的 帮助 。 

在 装配 好 的 RISC 中 ,siRNA 引导 链 的 $ 端 与 Argonaute 蛋白 的 MID 结合 ,延伸 MID/ 
PIWI 界面 至 3' 端 与 PAZ 结合 。 通常 siRNA 的 第 2~ 8 个 核 苷 酸 被 认为 是 核心 种 子 序 
列 , 用 来 提供 与 靶 mRNA 的 特异 性 配对 。 长 约 10 个 核 苷 酸 的 mRNA-siRNA 配对 物 位 于 
PIWI 功能 域 ,切割 往往 发 生 在 第 9.10 个 核 苷 酸 上 ,由 PIWI 催 化 将 靶 mRNA 切断 ,并 使 
被 切断 的 mRNA 离开 RISCI 周 5-44)。 

RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerase,RDRP) 使 siRNA 继续 扩 增 ， 
产生 次 级 siRNA 放大 效应 。 植 物 .线虫 和 酵母 中 都 发 现存 在 以 RNA 为 模版 的 RNA 扩 增 
机 制 ,但 哺乳 动物 和 果 蝇 的 基因 组 分 析 却 没有 发 现 相关 基因 ' 专 s1)。 有 多 种 机 制 可 导致 
以 RNA 为 模版 的 RNA 扩 增 。 通 常情 况 下 ,成 熟 的 真 核 mRNA 与 各 种 蛋白 质 ,如 3 帽子 
结合 蛋白 和 3' 多 腺 苷 酸 结合 蛋白 相 结合 ,这 些 结合 蛋白 保护 了 mRNA ,使 RDRP 无 法 靠 
近 mRNA。 当 细胞 中 缺少 这 些 RNA 结合 蛋白 时 ,RDRP 可 以 结合 mRNA 并 以 其 为 模版 ， 
扩 增 出 双 链 RNA ,经 Dicer 切割 等 步骤 产生 siRNA ,来 降解 内 源 RNA。 这 个 过 程 也 可 视 作 
机 体 清除 错误 mRNA 的 机 制 。 


表 8-11 直 核 生物 中 RNAi 相关 基 因数 日 分 布 


re 物种 入 物 屁 虫 贡 线虫 卫生 
Dicer 了 2 1 1 1 
RDR 6 0 0 3 1 
AGO 10 5 8 26 1 


对 于 结合 蛋白 完好 的 mRNA ,如 果 体 内 有 与 它 相 配对 的 siRNA ,该 siRNA 便 作为 扩 增 
的 引物 以 mRNA 为 模版 合成 双 链 RNA ,产生 新 的 RISC, 新 扩 增 产生 的 各 种 次 级 siRNA 可 
以 与 靶 mRNA 的 不 同 区 域 配 对 ,更 大 范 肝 的 降解 靶 mRNA ' 图 -5)。 植 物 中 的 研究 发 现 ， 
次 级 siRNA 可 以 传递 到 其 他 细胞 中 , 它 既 可 以 在 相 邻 的 细胞 - 细胞 间 近 距离 传递 ,也 可 
以 通过 韧 皮 部 在 不 同 组 织 间 广 泛 传播 。 

拟 南 芥 中 , 双 链 RNA 可 由 RDRP 扩 增 单 链 RNA 模板 得 到 ,也 可 由 转录 反 向 重复 的 
DNA 模板 得 到 。 双 链 RNA 经 过 类 Dicer 蛋白 DCL3 (Dicer-like 3) 切割 产 生 siRNA。 这 样 
的 RNA 可 以 与 相对 应 的 DNA 模板 配对 ,并 且 将 一 些 DNA 甲 基 转 移 酶 ,如 MET1、DRM2 
等 ,招募 到 特异 DNA 序列 附近 ,将 染色 体 序 列 中 “CG”、“CNG”、“CNN "单位 中 的 C 甲 
基 化 。 

在 染色 质 串联 重复 序列 或 者 反 向 重复 序列 较 多 的 区 域 ,比如 异 染色 质 区 或 者 转 座 子 
区 ,也 会 通过 上 述 方法 产生 相互 配对 的 siRNA。siRNA 通过 RNA- 蛋白 质 、 蛋 白质 - 蛋白 
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图 8-45 次 级 siRNA 
的 产生 
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NL Ju 
NTT 更 多 的 siRNA 





| = 


人 mm 入 


J —— RDRP 
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质 相 互 作用 ,将 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 募集 到 染色 质 的 相应 区 域 ,使 作为 异 染 色 质 化 标签 位 点 


的 H3K9 被 甲 基 化 修饰 (91, 


图 8-46 siRNA 介 
针 组 借入 修饰 











由 siRNA 介 导 的 组 蛋白 甲 基 化 、DNA 甲 基 化 将 导致 染色 体 相应 区 域 的 异 染色 质 化 或 
者 基因 沉默 ,这 种 机 制 可 以 阻 抑 不 必要 基因 和 有 害 基因 的 表达 ,对 维护 基因 组 的 稳定 十 分 


重要 。 
4. siRNA 的 生物 学 意义 


RNAi 的 生物 学 意义 可 以 简单 概括 为 如 下 3 点 :中 在 转录 水 平 .转录 后 水 平 参 与 基因 


的 表达 调控 ;@ 维 持 基 因 组 的 稳定 ;@@ 保 护 基 因 组 免 受 外 源 核酸 侵入 。 


入 侵 病 毒 与 被 入 侵 宿主 借助 RNAi 的 机 制 相互 抑制 ,如 同人 类 社会 的 军备 竞赛 。 宿 
主 可 以 病毒 RNA 为 模板 ,通过 RDRP 合成 病毒 的 双 链 RNA, 经 过 Dicer 切割 组 装 成 
RISC ,降解 病毒 RNA ,从 而 抑制 病毒 对 宿主 细胞 的 破坏 。 形 成 的 siRNA 还 可 以 通过 胞 间 
连 丝 在 细胞 - 细胞 间 传 递 ,通过 官 皮 组 织 远 距离 传输 到 其 他 组 织 和 器 官 中 ,让 这 些 细胞 以 
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及 组 织 提前 具有 抵抗 病毒 的 能 力 。 另 一 方面 ,病毒 也 进化 出 与 宿主 抗 病 基 因 序 列 相似 的 
RNA ,借助 相似 的 机 制 生成 RISC ,降解 宿主 细胞 抗 病 基 因 的 mRNA。 这 种 siRNA 也 会 在 
宿主 体内 传播 ,增加 了 未 被 侵 染 的 细胞 的 易 感性 。 


8.4.3 miRNA 


1. miRNA 的 发 现 

1993 年 ,研究 者 第 一 次 确定 了 microRNA lin-4 的 存在 。 加 -4 是 调控 线虫 胚胎 后 期 发 
育 的 重要 基因 , 它 
幼虫 期 初期 ,开始 下 降 , 保 证 幼虫 具有 正常 的 发 育 模 式 。 人 们 克隆 到 四 种 不 同 种 的 线虫 的 
lin-4 基因 ,它们 都 能 够 很 好 地 恢复 加 -4 突变 体 表 型 。 意 外 的 是 ,对 lin-4 的 基因 组 序列 
进行 可 读 框 预 测 发 现 ,lin-4 基因 并 不 编码 蛋白 质 。 通 过 Northem blotting 等 实验 进一步 分 
析 lin-4 的 转录 情况 发 现 , 转 录 物 在 线虫 中 形成 一 大 一 小 两 个 片段 (61 个 和 22 个 核 背 酸 )。 
这 两 个 片段 同时 对 应 在 1in-4 基因 序列 的 同一 区 域 ,并 且 转 录 方向 也 是 一 致 的 。 二 级 结构 
预测 发 现 ,大 片段 可 以 形成 不 完美 配对 的 茎 - 环 结构 ,小 片段 则 是 真正 起 作用 的 miRNA。 
序列 比 对 发 现 ,lin-4 转录 物 的 小 片段 和 /in-14 的 mRNA 的 3'UTR 区 域 的 重复 序列 互补 
配对 ,可 以 形成 jin-4:1in-14 RNA-RNA 杂 合 结构 ,因此 实现 了 lin-4 对 lin-14 的 转录 后 
调控 和 3-47)。 








lin-#L 
人 UC 
US 村 = UA Pe CA U 
UCCC GAGA CC CA GUGUGA GUGI AG 
AGGGCUCU GGGL CACACU CGUA J 
-NN: i U GU, 
U CA 
lin-45S 


于 
UUCCCUGAGACCUCAAGUGUGA3' 


(b) 
3 GUUCCCUGAGACCUCAAGUG. UGAG jin-4 





3'GAAG. GACUC, . .. . . UCGU-ACUC 
UAAG, GACUC . - .. ..... ..ACUU 
CAAGGGACUC UUUAC-GCUC | jn-14 
UAAG. GACUC. - ...... U; ACUU | 3" UTR 
CAAGGGACUC ..... CAU..C 
UAAG. GACU UGU. -UUC 
CA. GGGACUC. 








在 对 线虫 发 育 的 时 空调 节 研 究 中 又 发 现 了 microRNA let-7。 该 基因 编码 一 个 21 个 
核 苷 酸 的 miceroRNA ,对 线虫 成 虫 的 正常 发 育 至 关 重 要 。 它 可 与 多 个 不 同 发 育 时 期 表达 
的 mRNA, 如 Jin-14、lin-28、lin-41 和 lin-42 等 的 3'UTR 区 相互 补 。 已 知 jet-7 在 加 -4 
之 后 表达 ,二 者 通过 相似 的 调控 机 制 , 实 现 了 线虫 发 育 各 阶段 关键 基因 的 正确 时 空 表达 
调节 ' 其 8 48)。 
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图 8-47 Win-4 对 
jin-14 的 转 并 后 调控 
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图 8-48 Jin-4. 
et-7 对 线虫 发 育 的 
时 空调 节 
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2. miRNA 的 生物 合成 

微 RNA (miRNA ,microRNA) 在 动物 和 植物 基因 组 中 普遍 存在 ,是 一 类 重要 的 行使 基 
因 功 能 但 不 编码 蛋白 质 的 基因 。 与 许多 真 核 生物 基因 的 转录 物 相 似 ,miRNA 的 初级 转录 
产物 pri-miRNA 5' 端 有 加 帽 ,3' 端 有 多 腺 苷 酸 结构 ,这 类 基因 的 转录 能 够 被 RNA 聚合 酶 
开 的 抑制 剂 alpha-amani 所 抑制 。 研 究 还 发 现 ,RNA 聚合 酶 开 与 许多 miRNA 的 启动 子 区 
结合 在 一 起 。 因 此 ,与 许多 真 核 基 因 相 类 似 ,miRNA 也 由 RNA 聚合 酶 下 转录 ,并 具有 自 
己 的 启动 子 区 域 ,它们 的 表达 会 受到 各 种 时 空 上 的 调节 。 

动物 和 植物 中 形成 成 熟 的 miRNA 的 基本 过 程 很 相似 : 先 由 RNA 聚合 酶 产生 的 较 
长 的 初级 转录 产物 pri-miRNA, 中 间 有 一 段 不 完美 配对 的 茎 - 环 结构 。 经 过 第 一 步 切 割 
产生 pre-miRNA ,再 经 第 二 步 切 割 产生 双 链 miRNA , 双 链 解 链 形成 成 熟 的 长 21 nt 左右 的 
单 链 miRNA。 参 与 整个 过 程 的 基因 和 切割 过 程 在 动 .植物 中 略 有 不 同 。 

动物 中 miRNA 前 体 的 两 次 切割 都 需要 有 RNase 下 核酸 内 切 酶 以 及 双 链 RNA 结合 
蛋白 完成 。Drosha 是 一 种 RNase 车 ,将 pri-miRNA 的 3' 端 和 5 端 切割 产生 长 约 70 nt、 
5' 端 带 磷酸 基 团 .3' 端 为 羟基 的 miRNA 前 体 pre-miRNA ,同时 保留 蕉 - 环 结构 区 ,并 且 
切割 端 具有 2 ~ 3 nt 的 3 不 配对 碱 基 ,这 是 由 RNase 亚 的 性 质 所 决定 的 。Drosha 的 正确 
切割 还 需要 一 类 双 链 RNA 结合 蛋白 的 帮助 ,在 果 蝇 中 是 Pasha 蛋白 ,在 线虫 中 是 Pash-1 
蛋白 ,而 在 哺乳 动物 中 则 为 DGCR8 蛋白 。 切 割 后 的 前 体 pre-miRNA 经 由 Exportin 5/ 
RanGTP 运 出 细胞 核 进入 胞 质 基质 中 。 胞 质 基质 中 的 RNase 亚 为 Dicer, 切 割 pre-miRNA 
茎 - 环 结构 环 的 一 端 形成 成 熟 的 长 约 21 nt 的 双 链 miRNA, 即 miRNA-miRNA"*, 其 中 的 
miRNA 链 是 之 后 真正 行使 功能 的 成 熟 miRNA 链 。 有 研究 认为 , 哪 条 链 作为 miRNA 由 其 5 
端 热 不 稳定 性 所 决定 ,5' 端 相对 不 稳定 的 链 更 有 可 能 成 为 miRNA。 

植物 中 没有 Drosha 的 同 源 基 因 ,pri-miRNA 的 两 步 切 割 由 Dicer 的 同 源 基因 Dicer- 
likel (DCL1) 完成 。DCL1 在 细胞 核 内 ,pri-miRNA 经 DCL1 两 步 切割 ,两 端 形 成 双 链 
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miRNA , 由 Exportin5 的 同 源 基因 HASTY 运输 出 细胞 核 。 与 动物 中 的 miRNA 不 同 ,植物 
双 链 miRNA 两 个 3' 末 端的 自由 羟基 被 甲 基 转 移 酶 HEN1 甲 基 化 ,以 羟 甲 基 的 形式 存在 。 
甲 基 化 的 3 未 端 被 保护 不 受降 解 ,还 有 助 于 形成 成 熟 的 RISC 图 % 9)。 
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3. small RNA 的 选择 性 装载 
与 siRNA 一 样 , 单 链 miRNA 可 以 装载 在 RISC 中 介 导 转录 后 沉默 的 发 生 。 大 规模 测 
序 和 结构 生物 学 研究 发 现 , RISC 的 装载 对 5' 端的 碱 基 有 所 选择 ,大 部 分 AGO 蛋白 倾向 于 
结合 5' 端 为 U 或 者 A 的 miRNA。 
人 AG02 蛋白 组 装 形成 RISC ,晶体 结构 显示 在 AGO2 蛋白 的 MID 结构 域 有 一 段 序 
列 被 称 为 核 苷 特异 环 (nucleotide specificity loop), 检 测 发 现 这 段 环 状 结构 的 碱 基 可 以 与 
UMP、AMP 的 芳 环 部 分 形成 氨 键 ,35U 和 S'A 的 磷酸 基 团 与 附近 的 氨基 酸 也 形成 氢 键 。 这 
样 ,5'U 和 5'A 比 其 他 碱 基 (C 或 G) 能 更 好 地 结合 在 MID 的 “口袋 "里 。 
拟 南 草 的 AGO 蛋白 家 族 中 有 10 个 成 员 , 其 中 AGO1 是 主要 的 RISC 成 分 。 纯 化 
AGO 蛋白 ,对 与 其 结合 的 核酸 进行 序列 分 析 ,发 现 拟 南 芥 中 大 部 分 microRNA 与 AGO1 相 
合 , 所 有 与 AGO1 结合 的 小 RNA 约 80% 是 miRNA, 其 中 高 达 93% 的 成 员 5' 端 为 U。 
与 其 他 AGO 蛋白 结合 的 miRNA 的 量 远 远 小 于 AGO1 ,而 且 各 有 不 同 的 5' 端的 选择 ,如 与 
AGO2 和 AGO4 结合 的 多 为 SA ,与 AGO5 结合 的 miRNA 中 发 现 5'C。 
4. miRNA 的 功能 
miRNA 的 功能 主要 有 两 个 方面 :一 是 和 siRNA 一样 装载 成 RISC 后 使 互补 配对 的 
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图 8-50 miRNA 介 
寻 的 翻 详 抑制 机 制 
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mRNA 降解 。 其 次 ,miRNA 可 抑制 mRNA 的 翻译 ,降低 靶 基 因 的 蛋白 水 平 但 不 影响 其 
mRNA 的 水 平 。 

miRNA-RISC 的 原理 和 siRNA 相似 ,但 由 此 介 导 的 基因 沉默 还 需要 一 些 其 他 功能 
保守 的 元 件 参与 。 果 蝇 的 研究 发 现 , 靶 mRNA 的 降解 除了 需要 AGO 蛋白 以 外 ,还 需 
要 GW182 、 脱 腺 苷 基因 (NOTICAF1)、 脱 帽 相关 基因 (DCP) 等 ,说 明 这 种 转录 后 沉默 机 
制 需 要 经 历 " 脱 帽 脱 尾 " 事件 。GW182 蛋白 还 可 以 与 多 腺 苷 酸 结合 蛋白 (PABP) 相互 
作用 。 

到 目前 为 止 , 尚 不 能 确定 miRNA 介 导 的 翻译 抑制 发 生 在 哪个 阶段 。 有 研究 者 将 
miRNA 转 染 到 人 的 实验 细胞 系 中 ,添加 翻译 抑制 剂 hippuristanol (抑制 eIF4A) 阻 断 翻 译 过 
程 ,再 通过 密度 梯度 离心 分 离 分 析 核 糖 体 ,发 现存 在 miRNA 的 体系 中 , 靶 mRNA 很 快 从 
翻译 的 多 核糖 体 中 移出 ,更 多 的 自由 核糖 体 被 检测 到 ,他 们 据 此 推测 miRNA 介 导 的 翻译 
抑制 可 能 是 通过 形成 miRNA :mRNA 配对 分 子 , 阻 碍 有 功能 的 核糖 体 与 mRNA 结合 .装配 ， 
发 生 核糖 体 的 “drop-off” 。 

有 人 在 小 鼠 细 胞 提取 物体 外 翻译 系统 中 ,通过 检测 核糖 体 的 组 装 程度 研究 miRNA 介 
导 的 翻译 抑制 机 制 发 现 ,有 miRNA 存在 的 体系 ,核糖 体 大 小 亚 基 组 装 完整 度 显著 降低 。 
增加 5' 端 帽子 结合 翻译 起 始 蛋白 eIF4F 可 改善 翻译 抑制 现象 ,由 此 推测 miRNA 介 导 的 翻 
译 抑制 可 能 发 生 在 翻译 起 始 阶段 ,miRNA 可 能 通过 抑制 翻译 起 始 因 子 与 $' 帽子 相 结合 的 
方式 影响 核糖 体 的 组 装 。 事 实 上 ,miRNA 介 导 的 翻译 抑制 可 能 发 生 在 翻译 过 程 中 的 不 同 
阶段 外 8-320)。 
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8.5” 真 核 基因 其 他 水 平 上 的 表达 调控 


8.5.1 蛋白 质 磷 酸化 对 基因 转录 的 调控 


真 核 基因 转录 前 基因 组 中 某 些 位 置 上 的 染色 质 结构 改变 为 伸展 型 或 “开放 "状态 ,为 
基因 的 活化 奠定 了 基础 并 起 着 “开关 "的 作用 。 染色 质 的 伸展 结构 使 细胞 核 中 相应 位 置 
上 的 基因 有 可 能 成 为 RNA 聚合 酶 下 转录 的 模板 ,从 而 启动 基因 的 表达 ,开始 将 遗传 信息 
从 DNA 转移 到 RNA 上 并 翻译 为 蛋白 质 ,实现 了 遗传 信息 传递 的 “中 心 法 则 "。 

细胞 是 生命 活动 的 基本 单位 。 从 低 等 单 细胞 生物 到 复杂 的 高 等 生物 体内 ,每 个 细胞 
的 基因 组 携带 着 各 自 固有 的 遗传 信息 并 决定 细胞 的 各 种 表 型 特征 。 细 胞 除 通过 DNA 的 
复制 和 细胞 分 裂 将 本 身 所 固有 的 遗传 信息 由 亲 代 传 到 子 代 ,实现 增殖 繁衍 之 外 ,它们 还 不 
断 地 “感知 " 环境 (或 由 于 细胞 接触 带 来 的 ) 的 各 种 变化 ,并 对 其 作出 特定 的 应 答 。 细 胞 应 
答 可 以 分 为 3 个 阶段 :外 界 信息 的 “感知 ”, 即 由 细胞 膜 到 细胞 核 内 的 信息 传递 ;名 染色 
质 水 平 上 的 基因 活性 调控 ;@@ 特 定 基因 的 表达 , 即 从 DNA 一 RNA 一 蛋白 质 的 遗传 信息 传 
递 过 程 。 由 此 可 见 ,遗传 信息 的 传递 无 论 在 细胞 的 异 质 性 还 是 细胞 的 特异 应 答 中 ,都 具有 
关键 性 地 位 ,而 基因 的 转录 又 是 遗传 信息 传递 过 程 中 第 一 个 具有 高 度 选择 性 的 环节 。 
此 ,对 基因 转录 调控 的 研究 成 为 近 20 年 来 分 子 生 物 学 研究 的 热点 和 中 心 领 域 。 

蛋白 质 的 磷酸 化 与 去 磷酸 化 过 程 呈 51 








是 生物 体内 普遍 存在 的 信息 传导 调节 方式 ， i 
几乎 涉及 所 有 的 生理 及 病理 过 程 ,如 糖 代 | 本 自 质 二 一- 过 一 要 白 质 -np， 
谢 , 光 合作 用 ,细胞 的 生长 发 育 ,神经 递 质 的 wp Nig 
合成 与 释放 甚至 癌变 等 等 。 | 笃 白 质 碑 股 醒 脐 
细胞 表面 受 体 与 配 体 分 子 的 高 亲和力 


特异 性 结合 ,能 诱导 受 体 蛋 白 构象 变化 ,使 胞 外 信号 顺利 通过 质 膜 进 入 细胞 内 ,或 使 受 体 
发 生 守 聚 化 而 被 激活 。 一 般 情况 下 , 受 体 分 子 活化 细胞 功能 的 途径 有 两 条 :一 是 受 体 本 身 
或 受 体 结合 蛋白 具有 内 源 酷 氨 酸 激酶 活性 , 胞 内 信号 通过 栈 氨 酸 激 酶 途径 得 到 传递 ;二 是 
配 体 与 细胞 表面 受 体 结合 ,通过 G 蛋白 介 导 的 效应 系统 产生 介质 ,活化 丝氨酸 / 苏 氨 酸 或 
酷 氨 酸 激酶 ,从 而 传递 信号 。 按 照 “碰撞 偶 联 "或 称 “ 动 态 受 体 "学 说 , 受 体 的 侧 向 流动 性 
使 受 体 分 子 与 效应 分 子 在 胞 质 膜 磷脂 双 层 内 相互 作用 ,这 是 信号 传导 的 关键 。 酪 氨 酸 激 
酶 受 体 侧 向 扩散 使 受 体 守 聚 化 ,是 活化 信号 传导 时 受 体 - 受 体 间 自 身 磷酸 化 所 必需 的 。 
对 于 依赖 G 蛋白 介 导 的 配 体 信号 传导 途径 来 说 , 配 体 与 受 体 结合 后 ,G 蛋白 和 受 体 - 配 
体 复合 物 由 于 各 自在 细胞 膜 内 侧 向 扩散 而 发 生 瞬 时 随机 碰撞 导致 G 蛋白 活化 效应 分 子 。 
研究 认为 ,信号 传导 是 维系 外 部 刺激 与 细胞 反应 的 桥梁 ,千变万化 的 环境 因子 使 信息 传 
导 的 途径 与 机 制 成 了 变幻 莫 测 的 迷宫 。 在 已 知 的 上 游 信号 传导 途径 中 , 酷 氨 酸 蛋白 激酶 
(protein tyrosine kinase,PTK ) 途径 及 受 体 偶 联 的 G 蛋白 途径 广 为 引 人 注目 * 2。 
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图 8-52 酷 氨 酸 受 
体 借 白 激 酶 磷酸 化 
与 细胞 癌变 示意 图 

酷 氨 酸 受 体型 白 激酶 
与 表皮 生长 因子 (EGF) 
相 结 合 后 ,刺激 了 该 受 
体 蛋 白 的 激酶 活性 , 引 
发 一 系列 生理 反应 。 原 
瘤 蛋白 EtbB 虽然 没有 
正常 酷 氨 酸 受 体 蛋白 
激酶 的 胞 外 结构 域 ,其 
胞 内 结构 域 却 具 有 和 蛋 
白 激酶 活性 ,刺激 细胞 
持久 分 裂 , 诱 发 癌变 。 


图 8-53 cAMP 调 
控 的 A 激酶 活性 
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1. 受 cAMP 水 平 调控 的 A 激酶 

科学 家 把 依赖 于 cAMP 的 蛋白 激酶 称 为 A 激酶 (PKA), 它 能 把 ATP 分 子 上 的 末端 磷 
酸 基 团 加 到 某 个 特定 蛋白 质 的 丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基 上 。 被 A 激酶 磷酸 化 的 氨基 酸 N 端 
上 游 往往 存在 两 个 或 两 个 以 上 碱 性 氨基 酸 ,特定 氨基 酸 的 磷酸 化 (X-Arg-Arg-X-Ser-X) 
改变 了 这 一 和 蛋白质 的 酶 活性 ,动物 细胞 中 这 一 酶 活性 代表 了 cAMP 所 引起 的 全 部 反应 。 
在 不 同 的 细胞 体系 中 ,A 激酶 的 反应 底 物 是 不 一 样 的 ,这 就 决定 了 cAMP 能 在 不 同 靶 细胞 
中 诱发 不 同 的 反应 , 非 活性 状态 的 PKA 全 酶 由 4 个 亚 基 R2C2 所 组 成 ,相对 分 子 质量 为 
150 ~ 170, 调 节 亚 基 与 cAMP 相 结合 ,引起 构象 变化 并 释放 催化 亚 基 , 后 者 随即 成 为 有 催 
化 活性 的 单 体 ' 图 ss3)。 





调节 亚 基 。。 供 化 亚 革 。S@ 





PKA 
(无 活性 ) 














已 经 证 实 ,许多 转录 因子 都 可 以 通过 cAMP 介 导 的 蛋白 质 磷 酸化 过 程 而 被 激活 ,因为 
这 类 基因 的 5' 端 启动 区 大 都 拥有 一 个 或 数 个 cAMP 应 答 元 件 (cAMP-response element， 
CRE), 其 基本 序列 为 TGACGTCA。 膜 上 的 受 体 R 与 外 源 配 基 (ligand) 相 结 合 ,引起 受 体 
构象 变化 ,并 与 GTP 结合 蛋白 相 结合 ,R 与 G 偶合 激活 了 与 膜 相 关 的 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC)， 
导致 胞 内 cAMP 浓度 上 升 ,活化 A 激酶 ,释放 催化 亚 基 并 进入 核 内 ,实现 底 物 磷酸 化 。 被 
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磷酸 化 的 底 物 ,如 CREB .CREM 等 ,可 作为 转录 激活 因子 诱发 基因 转录 。 

2. C 激酶 与 PIP, JP, 和 DAG 

磷酸 肌 醇 级 联 放 大 的 细胞 内 信使 是 磷脂 酰 肌 醇 -4,5- 二 磷酸 (PIP,) 的 两 个 酶 解 产 
物 : 肌 醇 1,4,5- 三 磷酸 (IP,) 和 二 酰基 甘油 (DAG)。IP, 和 DAG 是 该 途径 的 主要 活性 分 
子 ,G 蛋白 通过 活化 的 受 体 调 控 磷酸 肌 醇 酶 系统 的 活性 。 图 8-54 是 C 激酶 信号 传递 示意 
图 ,因为 该 蛋白 激酶 活性 是 依赖 于 Ca* 的 ,所 以 称 为 C 激酶 (PKC)。IP; 引起 细胞 质 基 质 
Ca”* 浓度 升 高 ,导致 C 激酶 从 胞 质 基 质 转运 到 靠近 诛 生 质 膜 内 侧 处 ,并 被 DAG 和 Ca” 的 
双重 影响 所 激活 。DAG 激活 C 激酶 的 原因 是 前 者 大 大 提高 了 C 激酶 对 于 Ca 的 亲和力 ， 
从 而 使 得 C 激酶 能 被 生理 水 平 的 Ca 离子 所 活化 。C 激酶 是 一 个 7.7x 10’ 的 蛋白 质 , 主 
要 实施 对 丝氨酸 、 苏 氨 酸 的 磷酸 化 , 它 具 有 一 个 催化 结构 域 和 一 个 调节 结构 域 。DAG 结 
合 后 还 能 解除 调节 区 所 造成 的 抑制 作用 ,提高 酶 活性 。 








能 2 区: 活性 PKC 细胞 质 基质 
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图 8-54 激酶 信号 
传递 与 基因 表达 示 
意图 


图 8-55 Ras 蛋白 
和 激酶 激活 丝 氨 
酸 / 苏 氨 酸 "瀑布 
式 "磷酸 化 (级 联 磷 
酸化 ) 引 起 相关 生理 
反应 图 示 
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3. CaM 激酶 及 MAP 激酶 

Ca” 的 细胞 学 功能 主要 通过 钙 调 蛋白 激酶 (CaM-kinase) 来 实现 的 ,它们 也 是 一 
类 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 ,但 仅 应 答 于 细胞 内 Ca* 水 平 。MAP 激酶 (mitogen-activated 
proteinkinase,MAP-kinase, 又 称 为 extracellular-signal-regulated kinase,ERKS) 活性 受 许 
多 外 源 细胞 生长 ,分 化 因子 的 诱导 ,也 受到 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 及 G 蛋白 受 体系 统 的 调控 。 
MAP- 激酶 的 活性 取决 于 该 蛋白 中 仅 有 一 个 氨基 酸 之 隔 的 酷 氮 酸 ,丝氨酸 残 基 是 否 都 被 
磷酸 化 (外 8-55) ,图 中 Jun、E1K-1 等 为 转录 因子 ,其 磷酸 化 状态 的 改变 能 够 影响 其 后 介 导 
的 基因 转录 起 始 与 否 。 科 学 家 把 能 同时 催化 这 两 个 氨基 酸 残 基础 酸化 的 酶 称 为 MAP- 激 
酶 - 激酶 , 它 的 反应 底 物 是 MAP 激酶 。MAP- 激酶 - 激酶 本 身 能 被 MAP- 激酶 - 激酶 - 
激酶 所 磷酸 化 激活 ,后 者 能 同时 被 C 激酶 或 酷 氨 酸 激 酶 家 族 的 Ras 蛋白 等 激活 ,从 而 在 信 
号 传导 中 发 挥 功 能 。 




















4. 蛋白 质 磷酸 化 与 细胞 分 裂 调 控 

细胞 通过 p53 及 p21 蛋白 控制 CDK (cyclin-dependent protein kinase) 活性 ,调控 细胞 
分 裂 的 进程 。 如 果 p21 蛋白 过 量 ,大量 周期 蛋白 (cyclin) E-CDK2 复合 物 与 p21 蛋白 相 结 
合 ,使 CDK2 丧失 磷酸 化 pRb 蛋白 的 功能 。 没 有 被 磷酸 化 的 pRb 蛋白 与 转录 因子 E2F 相 
结合 并 使 后 者 不 能 激活 一 系列 与 DNA 合成 有 关 的 酶 ,导致 细胞 不 能 由 G, 期 进入 S 期 , 细 
胞 分 裂 受 阻 。 如 果 细 胞 中 p53 基因 活性 降低 ,p21 蛋白 含量 急剧 下 降 , 周 期 蛋白 E-CDK2 
复合 物 就 能 有 效 地 将 pRb 蛋白 磷酸 化 。 此 时 ,pRb 蛋白 不 能 与 E2F 相 结合 ,使 后 者 发 挥 
转录 调控 因子 的 作用 ,激活 许多 与 DNA 合成 有 关 的 基因 表达 ,使 细胞 从 G, 期 进入 S 期 ， 
引发 细胞 分 裂 冉 859)。 
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图 8-56 PRh 蛋白 
的 页 酸化 和 去 磷酸 


转录 调控 | 化 过 程控 制 了 细胞 
| a) 分 像 的 周期 性 


活性 p53 蛋白 





非 活 性 








| \、1 1 / ,转录 调控 
- 网 大 量 参与 DNA 合 成 的 基因 
4 村 被 激活 ， 细 胞 进入 S 期 


ER \ 
非 活性 局 


活性 














研究 还 发 现 ,CDK 的 活性 也 受 细胞 周期 蛋白 和 磷酸 化 调控 ' 包 *-5?7)。 当 细胞 中 没有 周 
期 蛋白 时 ,CDK 无 活性 。 随 着 周期 蛋白 的 合成 和 积累 ,逐步 形成 周期 蛋白 -CDK 复合 物 ， 
但 此 时 CDK 蛋白 上 的 酷 氨 酸 位 点 被 优先 磷酸 化 ,掩盖 了 其 ATP 结合 位 点 ,ATP 不 能 有 效 
地 与 之 相 结合 ,CDK 仍然 无 活性 。 只 有 当 CDK 蛋白 T- 环 中 的 苏 氨 酸 位 点 被 磷酸 化 ,并 将 
其 酷 氨 酸 位 点 上 的 磷酸 基 团 去 掉 ,CDK 蛋白 才 得 以 发 挥 其 生物 学 活性 。 同 时 ,CDK 蛋白 还 
能 使 细胞 中 的 磷酸 酯 酶 磷酸 化 ,以 加 速 脱 去 自身 酷 氨 酸 位 点 上 的 磷酸 基 团 。 有 生物 活性 的 
周期 蛋白 -CDK 复合 物 也 能 将 DBRP (destmction box recognizing protein) 磷酸 化 ,激活 泛 蛋 
白 连 接 酶 ,把 大 量 泛 蛋白 加 到 周期 蛋白 上 并 使 之 迅速 降解 ,CDK 失 活 ,新 的 周期 开始 。 
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肿瘤 抑制 因子 p53 蛋白 与 人 类 多 种 肿瘤 有 着 密切 的 关系 ,因此 可 能 是 该 领域 中 研究 
最 为 深入 的 蛋白 质 。p53 参与 多 种 信号 通路 ,如 细胞 周期 调控 、DNA 损伤 修复 .血管 的 生 
成 与 抑制 以 及 细胞 凋 亡 等 的 调控 。 已 知 p53 蛋白 的 活性 受 翻译 后 修饰 (如 磷酸 化 .乙酰 
化 等 ) 机 制 调 控 , 经 修饰 的 p53 蛋白 能 与 不 同 的 靶 分 子 或 蛋白 复合 体 相 结合 ,从 而 抑制 或 
激活 参与 特定 生理 反应 的 靶 基 因 。p53 在 所 有 细胞 中 都 转录 产生 2.2 ~ 2.5 千 核 苷 酸 的 
mRNA ,编码 由 393 个 氨基 酸 组 成 的 相对 分 子 质 量 为 5.3x 10: 的 蛋白 (p53 蛋白 )。 根 据 
p53 的 结构 特点 可 将 其 分 为 3 个 不 同 区 域 :N 端 酸性 区 (1 ~ 80 位 氨基 酸 残 基 ).C 端 碱 性 区 
(319 ~ 393 位 ) 和 中 间 (100 ~ 300 位 ) 的 朴 水 区 (外 8-5sa)。 

p53 能 识别 不 同 构象 技 基因 的 相同 序列 。 靶 基因 启动 子 的 拓扑 结构 和 p53 蛋白 (及 
与 其 相互 作用 的 辅助 蛋白 ) 的 构象 决定 该 蛋白 是 否 与 启动 子 区 相互 作用 。 乙 酰 化 使 p53 
蛋白 的 DNA 结合 区 域 暴 露 ,增强 了 DNA 结合 能 力 ,从 而 促进 了 靶 基 因 的 转录 壬 853h), 
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图 8-57 CDK 活性 
受 磷 酸化 和 蛋白 质 
水 解 通路 直接 调控 


图 8-58 p53 人 蚤 门 
乙酰 化 有 利 二 激活 
靶 基 因 转录 

(a) p53 蛋白 基本 结构 
示意 图 ; (b) p53 蛋白 
的 乙酰 化 提高 了 它 的 
DNA 结合 能 力 。 
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构 域 序列 特异 性 DNA 结合 结构 域 
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(b) 十 十 十 
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DNA 结合 能 力 


P300/CBP 等 蛋白 复合 体 既 能 诱导 染色 体 结 构 发 生 有 利于 结合 p53 蛋白 的 改变 ,又 使 p53 


蛋白 被 乙酰 化 ,从 而 显著 提高 受 p53 调控 的 靶 基 因 的 转录 活性 。 


8.5.3 ”激素 对 基因 表达 的 影响 
1. 激素 对 靶 基 因 的 影响 


许多 类 固 醇 激素 (如 上 肉 激 素 , 孕 激素 ,醛固酮 糖 皮质 激素 和 雄 激素 ' 站 ”以 及 一 般 
代谢 性 激素 (如 胰岛 素 ) 的 调控 作用 都 是 通过 起 始 基因 转录 而 实现 的 。 靶 细胞 具有 专 一 的 
细胞 质 受 体 ,可 与 激素 形成 复合 物 ,导致 三 维 结构 甚至 化 学 性 质 的 变化 。 经 修饰 的 受 体 与 





| 类 皮质 激素 (肾上腺 皮质 激素 ) 
糖 皮质 激素 能 提高 血糖 含量 , CH,OH 无 机 皮质 素 参 与 维持 细胞 


并 具有 抗 炎症 能 力 My 内 无 机 盐 和 水 分 的 平衡 H Chou 





氧化 可 的 松 (皮质 醇 ) 
6 


固 醉 类 性 激 奈 
内 激素 多 与 级 性 特性 的 发 育 梭 激 素 参与 烤 性 器 言 的 发 育 | 
cH CH 
cH, 
eM 举 丸 本 
Ho 全 生计 o4 
其 他 
维生素 D 参 与 骨骼 发 育 CH 视 黄 酸 参 与 形态 建成 
和 全 代谢 HC 一 CH 一 CH 一 CH 
cH 
3 CH 
本 cAcH, HC 3 
HC 
Qn 
维生素 D; | 
HO GCH, 
甲状 腺 激素 tn 
甲状 腺 激素 调控 了 体内 的 基础 代谢 水 平 a 
' " COOH C—CH, 
| 中 
OO 
I NH, COOH 
三 确 甲 腺 原 所 本 和 
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图 8-59 几 种 常见 
的 疏水 性 小 分 子 激 


素 的 结构 式 


347 


图 8-60 激素 及 其 
胞 内 受 体 介 导 的 基 
因 表 达 调 控 模 式 

(2) 小 分 子 激 素 激 活 其 
胞 内 受 体 分 子 的 机 制 ; 
(b) 胞 内 受 体 的 基本 结 
构 分 析 


激素 复合 物 通 过 核 膜 进入 细胞 核 内 ,并 与 染色 质 的 特定 区 域 相 结 合 ,导致 基因 转录 的 起 始 
或 关闭 。 研 究 发 现 ,体内 存在 的 许多 糖 皮质 类 激素 应 答 基因 都 有 一 段 大 约 20 bp 的 顺 式 
作用 元 件 ( 激 素 应 答 元 件 , 简 称 HRE), 该 序列 具有 类 似 增强 子 的 作用 ,其 活性 受 激素 制约 。 
表 8-12 是 三 种 激素 应 答 序列 成 分 保守 性 分 析 。 靶 细胞 中 含有 大 量 激素 受 体 蛋 白 ,而 非 靶 
细胞 中 没有 或 很 少 有 这 类 受 体 ,这 是 激素 调节 转录 组 织 特异 性 的 根本 原因 。 


表 8-12 三 种 激素 应 答 序列 成 分 分 析 





激 素 元 件 序 列 
桩 皮质 激素 GRE TGGTACANNNTGTTCT 
钴 激素 ERE GGTCANNNTGTCC 
甲状 腺 索 TRE CAGGGACGTGACCGCA 


所 有 固 醇 类 激素 的 受 体 蛋白 分 子 都 有 相同 的 结构 框架 ,包括 保守 性 极 高 的 
(42% ~ 94%)\ 位 于 分 子 中 央 的 DNA 结合 区 ,位 于 C 端的 有 15% ~ 57% 同 源 性 的 激素 结合 
区 和 保守 性 小 于 15% 的 N 端 。 该 区 的 具体 功能 不 详 ,但 它 的 存在 保证 了 转录 的 高 效 进行 。 
研究 还 发 现 , 如 果糖 皮质 激素 受 体 蛋 白 激素 结合 区 的 某 个 部 分 丢失 ,就 变 成 一 种 永久 型 的 
活性 分 子 , 即 无 须 激素 诱导 也 有 激活 基因 转录 的 作用 ' 外 *-%'。 研 究 表明 ,激素 、 受 体 与 顺 
式 作 用 元 件 的 结合 位 点 三 者 缺 一 不 可 ,其 中 无 论 是 受 体 蛋 白 与 激素 的 结合 ,还 是 激素 本 
身 , 都 不 是 与 DNA 结合 并 激活 转录 所 必需 的 。 其 实 , 通 常情 况 下 , 受 体 蛋白 中 激素 结合 结 
构 域 妨碍 了 DNA 结合 区 及 转录 调控 区 发 挥 生理 功能 ,只 有 与 相应 激素 结合 后 才能 打破 这 
种 障碍 。 








(a) (b) DNA 结合 区 


激素 胞 内 受 体 与 阻 过 激素 结合 位 点 N c 
物 形成 非 活 性 复合 物 COOH 氧化 可 的 松 受 体 
一 一 < 
锥 激素 受 体 





NC 
DNA -Se 人 孕 酮 受 体 


四 和 关 激素 多 N -一 C 
| 维生素 D 受 体 


N 一 全 人 
人 甲状 腺 激素 受 体 


NN 一 一生 一 C 
视 黄 酸 受 体 
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糖 皮质 激素 通过 核 穿梭 (nuclear shuttling) 激 活 下 游 信号 通路 。 该 激素 与 相应 受 体 结 
合 ,改变 其 构象 ,使 之 进入 细胞 核 内 ,结合 在 能 够 促进 转录 的 相应 增强 子 上 ,从 而 促进 下 游 
基因 的 转录 。 实 验 中 ,利用 糖 皮质 激素 地 塞 米 松 (dexamethasone,DEX) 激活 靶 基 因 表 达 的 
原理 ,构建 可 诱导 表达 融合 蛋白 系统 。 首 先 ,将 糖 皮质 激素 受 体 GR 和 要 研究 的 核 蛋 白 X 
构建 成 融合 蛋白 ,转基因 到 酵母 .动物 或 者 植物 细胞 中 。 不 施加 外 源 DEX 时 ,融合 蛋白 与 
HSP90 形成 复合 物 , 由 于 构象 和 空间 位 阻 等 原因 ,融合 蛋白 存在 于 胞 质 基质 中 ,不 能 定位 
到 细胞 核 内 。 添 加 DEX 时 ,DEX 扩散 入 胞 与 CR 相 结合 ,融合 蛋白 构象 改变 ,核定 位 信号 
暴露 ,行使 人 核 功能 ,导致 下 游 基 因 表达 。 

上 肉 激素 刺激 鸡 输卵管 中 卵 清 蛋白 合成 可 能 是 激素 诱导 转录 作用 的 典型 例子 。 将 肉 激 
素 注 入 鸡 体内 ,输卵管 组 织 便 开 始 合成 卵 清 蛋白 mRNA。 只 要 有 雌 激 素 或 类 肉 激 素 ( 如 二 
乙 基 已 烯 峻 酚 ) 存 在 ,合成 便 能 继续 下 去 。 一 旦 停止 供应 激素 ,合成 速率 便 下 降 直至 完全 
消失 ,多肽 激素 胰 高 血糖 素 接 触 靶 细胞 时 ,首先 与 受 体 结合 ,并 激活 膜 上 的 腺 芽 酸 环 化 酶 ， 
使 之 以 Mg”“*-ATP 为 底 物 生 成 环 腺 苷 酸 和 焦 磷 酸 。 细 胞 内 cAMP 浓度 升 高 ,导致 蛋白 激酶 
活性 增强 ,特定 酶 系 的 磷酸 化 水 平 及 酶 活性 都 得 到 改善 ,促进 糖 原 最 终 分 解 为 1- 磷酸 葡 
萄 糖 和 图 8-61)。 
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(6) 








激素 受 体 对 各 自 特定 的 激素 具有 高 度 特异 的 识别 能 力 及 亲和力 ,激素 到 达 革 细胞 时 
能 迅速 与 受 体 结合 生成 激素 - 受 体 复 合 物 ,诱导 生理 生化 效应 。 有 3 种 较为 流行 的 假说 : 
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(1) 受 体 流动 假说 ” 当 激 素 与 受 体 结合 时 ,激素 - 受 体 复合 物 可 在 膜 内 移动 并 与 腺 苷 
酸 环 化 酶 结合 ,激活 环 化 酶 ,引发 后 续 效 应 。 通 过 激素 的 稀释 或 解 离 ,使 受 体 和 环 化 酶 回 
复 到 非 偶 联 状态 。 这 一 假说 强调 了 激素 - 受 体 复合 物 在 膜 内 的 随机 碰撞 受 环境 因素 ,如 
温度 、pH、 离 子 浓度 及 膜 脂 中 磷脂 和 胆固醇 比例 变化 所 制约 。 

(2) 中 介 物 假说 “研究 腺 共 酸 环 化 酶 和 胰 高 血糖 素 受 体 发 现 , 受 体 与 酶 之 间 可 能 通过 
膜 脂 偶 联 在 一 起 。 用 适量 的 高 纯 磷 脂 酶 A 处 理 肝 细胞 膜 ,去 脂 后 , 氛 离 子 仍 可 刺激 膜 上 
的 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 ,但 对 胰 高 血糖 素 的 作用 则 完全 丧失 。 若 加 入 膜 脂 则 激素 的 作用 恢 
复 , 说 明 去 膜 脂 后 激素 的 信息 传递 中 断 , 而 对 气 离子 的 作用 不 受 影响 。 进 一 步 研究 发 现 ， 
所 加 入 的 磷脂 具有 特异 性 。 如 加 入 磷脂 酰 丝氨酸 , 仅 可 恢复 胰 高 血糖 激素 激活 酶 的 作用 ， 
而 对 肾上腺 素 无 作用 。 只 有 加 磷脂 酰 肌 醇 ,才能 恢复 肾上腺 素 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 的 效应 。 
因此 , 膜 上 磷脂 成 分 对 这 两 个 分 子 的 偶 联 有 着 重要 的 作用 。 

(3) 邻 位 互 调 假说 ”有 科学 家 根据 GTP 能 影响 激素 与 受 体 结合 并 进而 影响 腺 苷 酸 环 
化 酶 活性 的 现象 ,认为 该 酶 系统 至 少 存在 3 个 活性 部 位 , 即 激素 - 受 体 结合 部 位 、Mg”*- 
ATP 作用 中 心 和 核 苷 酸 调节 部 位 。 腺 苷 酸 环 化 酶 有 几 种 不 同 的 立体 构象 ,激素 与 CTP 协 
同 作 用 可 使 这 几 种 不 同 的 构象 之 间 发 生 互 变 。 


8.5.4 热 激 蛋 白 对 基因 表达 的 影响 


现代 分 子 生物 学 上 把 能 与 某 个 (类 ) 专 一 蛋白 因子 结合 ,从 而 控制 基因 特异 表达 
的 DNA 上 游 序 列 称 为 应 答 元 件 (response element), 如 热 激 应 答 元 件 (heat shock response 
element, HSE)、 糖 皮质 应 答 元 件 (glucocorticoid response element,GCRE)、 金 属 应 答 元 件 (metal 
response element,MRE) 等 ,这 些 应 答 元 件 与 细胞 内 专 一 的 转录 因子 相互 作用 ,协调 相关 基 
因 的 转录 1。 


表 8-13 ”特异 转 孙 因子 与 各 类 应 答 元 件 的 相互 作用 





调控 因子 应 答 元 件 DNA 序列 结合 蛋白 相对 分 子 质量 
热 激 HSE CNNGAANNTCCNNG HSF 9.3x10' 
锅 MRE CGNCCCGGNCNC 
佛 波 酯 TRE TGACTCA AP1 3.9x10 
血清 SRE CCATATTAGG SRF 5.2x 10' 


许多 生物 在 最 适 温度 范围 以 上 ,能 受热 诱导 合成 一 系列 热 激 蛋白 (heat shock protein)。 
受热 后 , 热 激 因子 (heat shock factor, HSF) 与 hsp70 基因 TATA 区 上 游 60 bp 处 的 HSE 相 
结合 ,诱发 转录 起 始 ,使 果 蜗 细胞 内 hsp70 mRNA 水 平 提高 1 000 倍 。 

按 相对 分 子 质量 的 大 小 以 及 同 源 程 度 ,人 们 将 热 激 蛋 白 分 为 HSP90、HSP70 ,小 分 子 
HSP 及 泛 素 4 个 家 族 ,各 家 族 HSP 又 由 多 种 不 同形 式 或 经 不 同 修饰 的 蛋白 质 分 子 所 组 成 。 
HSP 分 布 广泛 ,诱导 迅速 ,即使 在 非 热 激 细胞 中 也 存在 着 由 热 激 同 源 基因 编码 的 类 似 蛋 白 
质 。 真 核 细 胞 的 热 激 蛋白 可 能 具有 机 体 保护 功能 并 在 细胞 的 正常 生长 和 发 育 中 起 重要 作 
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用 ,HSP70 的 主要 功能 是 参与 蛋白 质 的 代谢 ,而 泛 素 的 主要 功能 是 清除 细胞 内 的 变性 蛋白 
质 。HSP 还 常 与 具有 不 同 功 能 的 多 种 蛋白 质 形成 天 然 复 合 物 ,参与 有 关 和 蛋白 质 折合 、 亚 基 
的 组 装 .细胞 内 运输 以 及 降解 等 过 程 。 热 激 蛋 白 参 与 靶 蛋 白 活性 和 功能 的 调节 , 却 不 是 靶 
蛋白 的 组 成 部 分 ,因此 ,一般 称 它 为 分 子 伴侣 或 伴侣 蛋白 (chaperonine)。 现 将 主要 HSP 家 
族 及 其 生理 功能 列 于 表 8-14。 


表 8-14 主要 HSP 家 族 及 其 生理 功能 


家 族 主要 成 员 主要 生理 功能 免疫 应 答 中 的 可 能 作用 
HSP90 HSP90 .HSP83 促进 省 酵 激 素 受 体 与 激素 的 结合 抗 种 瘤 , 提 高 自身 免疫 性 能 
与 DNA 结合 ,调节 激酶 更 酸化 活性 
HSP70 HSP70 .Bip ,Dnat、 ”参与 蛋白 质 折 但 和 去 折合 .蛋白质 转 ”免疫 球 蛋白 装配 ,类 抗原 加 工 ,病原 
Hsc70.Grp78 位 及 多 聚 复 合 物 的 组 装 体 抗原 及 自身 免疫 性 诱导 
小 分 子 HSP HSP27 ,Gro23、 参与 蛋白 质 折 合 和 去 折合 及 多 聚 复 。 病原 体 抗原 及 自身 免 投 性 诱导 
HSP16 合 物 的 装配 
证 素 泛 素 蛋白 质 降解 类 抗原 加 工 , 淋 巴 细 胞 回 策 , 自身 免 


疫 性 诱导 


Asp 基因 中 内 含 子 数 量 很 少 ,至 今 为 止 尚未 发 现 hsp70 基因 中 有 内 含 子 ,而 人 hsp90、 
果 蝇 hsp82、 人 hsp27、 鸡 hsp108 和 泛 素 等 都 只 有 少量 内 含 子 。hsp 的 这 一 基本 特征 保证 
了 它们 一 旦 起 始 转录 不 需 剪接 就 可 产生 出 成 熟 mRNA 以 适应 hsp 大 量 快速 表达 的 需要 ， 
防止 严重 的 热 休克 影响 mRNA 前 体 的 剪接 。 

在 没有 受热 或 其 他 环境 胁迫 时 ,HSF 主要 以 单 体 的 形式 存在 于 细胞 质 基 质 和 核 内 。 
单 体 HSF 没有 DNA 结合 能 力 ,HSP70 可 能 参与 维持 HSF 的 单 体形 式 。 受 到 热 激 或 其 他 
环境 胁迫 时 ,细胞 内 变性 蛋白 增多 ,它们 都 与 HSF 竞争 结合 HSP70, 从 而 释放 HSF ,使 之 
形成 三 体 并 输入 核 内 。HSF 一 旦 形成 三 体 , 便 拥有 与 HSE 特异 结合 .促进 基因 转录 的 功 
能 。 由 于 热 激 以 后 ,HSF 不 但 形成 三 体 ,还 会 迅速 被 磷酸 化 ,因此 这 种 能 力 可 能 受到 磷酸 
化 水 平 的 影响 ,HSF 与 HSE 可 特异 性 结合 ,引起 包括 HSP70 在 内 的 许多 热 激 应 答 基因 表 
达 , 大 量 产 生 HSP70 蛋白 。 随 着 热 激 温度 消失 ,细胞 内 出 现 大 量 游离 的 HSP70 蛋白 ,它们 
与 HSF 相 结合 ,形成 没有 DNA 结合 能 力 的 单 体 并 脱离 DNA ‘N362)。 

分 析 果 蝇 和 人 HSF 蛋白 表明 , 热 激 转录 因子 具有 多 个 可 形成 拉链 的 疏水 DNA 区 域 ， 
其 中 3 个 位 于 N 端 ,靠近 DNA 结合 区 ,参与 促进 HSF 三 体 的 形成 。 第 4 个 拉链 位 于 C 末 端 ， 
与 位 于 第 452 ~ 488 位 氨基 酸 残 基 之 间 的 保守 区 ,是 维持 HSF 单 体 构象 所 必需 。 序 列 删 除 
实验 表明 ,无 论 去 除 第 4 个 拉链 区 ,还 是 更 换 该 区 甲 硫 氨 酸 ” 一 赖 氨 酸 , 亮 氨 酸 六 一 脐 氨 
酸 , 都 会 导致 HSF 突变 体 对 HSE 在 常温 下 的 高 亲和力 。 删 除 第 452 ~ 488 位 氨基 酸 ,也 可 
部 分 替代 热 激 效应 外 *-63。 根 据 以 上 实验 结果 ,有 研究 者 提出 如 图 8-64 的 模式 ,认为 在 
常温 下 ,Hsp 蛋白 第 1 和 4 号 拉链 发 生 相互 作用 ,从 而 阻 断 了 三 体 的 形成 ; 热 激 或 其 他 环 
境 胁迫 导致 内 源 拉链 之 间 的 解 离 ,蛋白 质 伸 展 成 长 链 ,不 同 链 上 的 拉链 发 生 作用 ,形成 具 
有 DNA 结合 能 力 的 三 体 。 
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图 8-62 热 激 蛋 户 调 。 [一 | 
控 的 基因 表达 机 制 







Eap 
Re 9 四 昌 | 


热 激 因子 循环 


人 ~ 人 ~、 要 极 DNA 


nGAAnnTTCnnGAAn3' 








CS)nsF 
eg 


热流 
— 
刚 Hsr7 自 0 








图 8-63 人 热 激 化 





i RNA 分 子 杂 
白 的 功能 区 分 村 
a DNA 结合 区 疏水 重复 区 HSF1/HSF2 交 试 验 结果 
2 1 同 源 区 和 a 
1 3 4 529 37°C 44°C 
hHSF 
K 


人 人 A 人 委 A A 
ELSDHLDAMDSNLDNLOTMLSSHGFSVDTSALLDLE 


MOIK Cm 
L395P 
488 
4 一] 
452 
LTN 


428 
1~428 CE BE DPrD 








352 第 8 章 真 核 基因 表达 调控 





尽管 转录 调节 可 能 是 基因 表达 调控 的 最 二 
重要 方式 ,但 并 不 是 唯一 的 方式 。 因 为 真 核 ro 
生物 基因 转录 在 核 内 进行 ,而 翻译 (蛋白 质 合 常温 
成 ) 却 在 细胞 质 基质 中 进行 ,加 上 真 核 基因 有 
插入 序列 ,结构 基因 被 分 割 成 不 同 的 片段 , 基 
因 的 转录 后 调控 就 显得 更 为 重要 。 除 了 前 面 
介绍 的 RNA 剪接 外 ,RNA 的 加 工 成 熟 和 蛋 热 激 后 


白质 合成 ,都 在 真 核 基因 调控 中 起 着 不 可 忽 
视 的 作用 。 | 


8.5.5 ”RNA 的 加 工 成 熟 


各 种 基因 的 转录 产物 都 是 RNA ,无 论 是 rRNA 、tRNA 还 是 mRNA ,初级 转录 产物 只 有 
经 过 加 工 , 才 能 成 为 有 生物 功能 的 活性 分 子 。 

1. rRNA 和 tRNA 的 加 工 成 熟 

rRNA 加 工 有 两 个 内 容 , 一 个 是 分 子 内 的 切割 , 另 一 个 是 化 学 修饰 。 真 核 生 物 的 TRNA 
基因 转录 时 先 产 生 一 个 455 的 前 体 rRNA ,然后 被 核酸 酶 逐渐 降解 ,形成 成 熟 的 18S .28S 
和 5.8S rRNA。 

rRNA 基因 转录 主要 在 细胞 核 仁 内 进行 ,初级 转录 产物 45S 前 体 rRNA 很 快 就 会 被 加 
工 降解 ,生成 不 同 相对 分 子 质 量 的 成 熟 rRNA。rRNA 的 化 学 修饰 主要 是 甲 基 化 ,原核 生 
物 rRNA 主要 是 碱 基 甲 基 化 ,而 真 核 生物 rRNA 则 主要 是 核糖 甲 基 化 。tRNA 基因 转录 时 
也 可 能 先生 成 前 体 tRNA ,然后 再 进行 加 工 成 熟 。 一 般 认为 ,IRNA 基因 的 初级 转录 产物 在 
进入 细胞 质 后 ,首先 经 过 核 茶 的 修饰 ,生成 4.5S 前 体 tRNA ,再 行 剪接 成 为 成 熟 tRNA(4S)。 

2. mRNA 的 加 工 成 熟 

编码 蛋白 质 的 基因 转录 产生 mRNA。 这 类 基因 产物 在 转录 后 要 进行 一 系列 的 加 工 变 
化 ,才能 成 为 成 熟 的 有 生物 功能 的 mRNA。 这 些 加 工 主要 包括 在 mRNA 的 5' 末 端 加 “ 帽 
子 ", 在 其 3 末端 加 上 多 (A), 进 行 RNA 的 剪接 以 及 核 苷 酸 的 甲 基 化 修饰 等 。 由 于 mRNA 
的 这 些 结构 与 其 作为 蛋白 质 合成 模板 的 功能 有 密切 关系 ,所 以 是 基因 表达 的 重要 调控 
环节 。 

与 rRNA、tRNA 相同 ,编码 蛋白 质 的 基因 转录 时 首先 生成 前 体 pre-mRNA (或 称 核 内 
不 均一 RNA ,hnRNA), 然 后 再 加 工 剪 接 为 成 熟 mRNA。 如 下 几 个 方面 的 证 据说 明 hnRNA 
确 是 mRNA 的 前 体 。 

(1) 在 真 核 生物 细胞 核 中 发 现存 在 代谢 十 分 活路 .平均 相对 分 子 质量 为 2x 10" ,长度 
不 均一 的 RNA ,而 细胞 质 基 质 中 mRNA 的 平均 相对 分 子 质量 仅 为 1.5 x 10"。p- 珠 蛋 白 基 
因 的 初级 转录 产物 为 14S, 而 成 熟 珠 蛋白 mRNA 只 有 9S ,说 明 在 mRNA 的 加 工 成 熟 过 程 
中 有 相当 一 部 分 核 芽 酸 被 删除 。 

(2) hnRNA 很 不 稳定 ,半衰期 只 有 5 ~ 15 min, 而 真 核 生物 mRNA 的 半衰期 一 般 都 比 
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图 8-65 直 核 生物 
基因 转录 后 加 二 的 
:种 主要 形式 
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较 长 ,这 说 明 hnRNA 不 可 能 是 转录 的 最 终 产物 ,而 只 能 是 中 间 产 物 。 

(3) 用 放射 性 同位 素 做 脉冲 标记 证 明 ,75% 被 标记 的 RNA 是 hnRNA。 这 些 标记 的 
RNA 大 部 分 位 于 核 内 ,只 有 10% 进入 细胞 质 基 质 , 所 以 认为 它们 是 mRNA 的 前 体 。 

(4) hnRNA 占 细胞 全 部 RNA 的 3% ,说 明 它 一 经 诞生 就 立即 加 工 变化 ,不 会 长 久 积累 
和 

(5) hnRNA 3' 未 端 也 带 有 多 (A)。 用 3?H-AR (放射 性 同位 素 所 标记 的 腺 味 叭 核 苷 ) 作 
脉冲 标记 实验 ,45 s 后 发 现 ,90% 的 多 (A)RNA 位 于 细胞 核 内 ;标记 150 min 后 ,有 20% 的 
多 (A)RNA 进入 细胞 质 基质 ,说 明 带 多 (A) 的 RNA 是 由 细胞 核 运 转 入 细胞 质 基质 的 。 

(6) 加 入 dAR (脱氧 腺 明 吟 核 苷 ) 抑制 多 (A) 的 生物 合成 ,hnRNA 和 mRNA 的 合成 都 
受到 抑制 。 据 此 ,科学 家 认为 hnRNA 是 mRNA 的 前 体 ,成 熟 mRNA 是 由 hnRNA 经 剪接 
加 工 得 到 的 。 

3. 真 核 生 物 基因 转录 后 加 工 的 多 样 性 

真 核 生 物 的 基因 可 以 按 其 转录 方式 分 为 两 大 类 : 即 简单 转录 单位 和 复杂 转录 单位 。 
这 两 种 转录 方式 虽然 最 终 都 产生 和 蛋白质 ,但 它们 的 转录 后 加 工 方式 是 不 同 的 。 

(1) 简单 转录 单位 ”这 类 基因 只 编码 产生 一 个 多 肽 ,其 初级 转录 产物 有 时 需要 加 工 ， 
有 时 则 不 需要 加 工 。 这 类 基因 转录 后 加 工 有 三 种 不 同形 式 ' 5 。 





形式 poly A 剪接 实例 
(a) = 3 - = 组 蛋白 
-机 腺 病毒 蛋白 I 
(b) X 十 - -干扰 素 
ED 二 许多 酵母 基因 
a.,B- 珠 蛋白 
| (©) -一 + + 估量 核 基因 
加 于 -至 
| 匡 39] 
| 
| -一 DNA: ”到 编码 区 ; --:- 插入 顺序 


| [ 厂 -转录 起 始点 是 转 录 终 止 点 ， x 加 polyA 位 点 


第 一 种 简单 转录 单位 ,如 组 蛋白 基因 ,它们 没有 内 含 子 ,因此 不 存在 转录 后 加 工 问 题 ， 
其 mRNA 3' 末 端 没 有 多 (A), 但 有 一 个 保守 的 回 文 序 列 作为 转录 终止 信号 。 已 知 高 等 真 
核 生 物 有 3 种 不 同 的 组 蛋白 , 即 与 DNA 复制 有 关 的 .与 复制 无 关 的 和 组 织 特异 性 组 蛋白 。 
在 细胞 分 裂 的 S 期 (DNA 合成 期 ) 表达 的 .与 复制 有 关 的 组 蛋白 是 一 个 大 家 族 , 真 核 细 胞 
中 共有 5 ~ 20 个 各 自 成 秘 的 HA 、H:B 、H;,、H, 和 H, 基因。 与 复制 无 关 的 组 蛋白 (主要 存 
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在 于 不 再 分 裂 .已 经 完成 分 化 的 组 织 中 ) 和 组 织 特 异性 组 蛋白 (如 鸟 类 和 两 栖 类 动物 红 细 
胞 专 一 的 组 蛋白 Hs) 是 由 单 拷贝 基因 编码 的 ,这 些 单 描 贝 基因 与 其 他 组 蛋白 基因 无 关 , 由 
这 些 基因 转录 的 mRNA 带 有 多 (A) 尾 巴 。 

第 二 种 简单 转录 单位 包括 腺 病毒 蛋白 区 ,a- 干扰 泰和 许多 酵母 蛋白 质 基因 ,它们 没 
有 内 含 子 , 所 编码 的 mRNA 不 需要 剪接 ,但 需要 加 多 (A)。 

第 三 种 简单 转录 单位 包括 a- 和 8- 珠 蛋 白 基 因 及 许多 细胞 蛋白 基因 ,这 些 基因 虽 
然 都 有 内 含 子 ,需要 进行 转录 后 加 工 剪接 ,还 要 加 多 (A), 但 它们 只 产生 一 个 有 功能 的 
mRNA ,所 以 仍然 是 简单 转录 单位 。 

(2) 复杂 转录 单位 ”含有 复杂 转录 单位 的 主要 是 一 些 编码 组 织 和 发 育 特 异性 蛋白 质 
的 基因 ,它们 除了 含有 数量 不 等 的 内 含 子 以 外 ,其 初级 转录 产物 能 通过 多 种 不 同方 式 加工 
成 两 个 或 两 个 以 上 的 mRNA。 

利用 多 个 $ 端 转录 起 始 位 点 或 剪接 位 点 产生 不 同 的 和 蛋白质。 小 鼠 和 鸡 的 肌 球 蛋 
白 轻 链 基因 、. 果 蝇 EH8 基因 脱 氨 酶 基因 小 鼠 唾 液 与 肝 a- 淀粉 酶 基因 .田鼠 乙酰 辅酶 A 
基因 等 都 属于 这 种 成 熟 方式 。 图 8-66 说 明 肌 球 蛋白 碱 性 轻 链 基因 选用 了 不 同 的 $' 转录 
起 始 位 点 及 剪接 不 同 外 显 子 产生 蛋白 质 异 构 体 LC1 和 LC3 的 过 程 。 由 于 选用 不 同 的 转 
录 起 始 位 点 ,还 导致 了 小 鼠 a- 淀粉 酶 基因 的 组 织 特 异性 。 














名 利用 多 个 加 多 (A) 位 点 和 不 同 的 剪接 方式 产生 不 同 的 蛋白 质 。 这 类 基因 5' 末端 虽 
只 有 一 个 转录 起 始 位 点 ,但 有 两 个 或 多 个 加 多 (A) 位 点 ,因此 可 通过 不 同 的 剪接 方式 得 到 
不 同 的 蛋白 质 。 属 于 这 类 基因 的 有 逐 病 毒 晚 期 基因 ,高 等 真 核 生 物 免 疫 球 重 白 MD 上 和 
G 的 卫 链 基因 ,大 鼠 降 钙 素 基因 , 牛 前 激 肽 诛 基因 , 果 蝇 肌 球 蛋白 也 链 基因 , 果 蝇 肌 球 蛋 
白 碱 性 世 链 基因 和 人 血 纤 维 蛋白 原 基因 等 。 以 大 鼠 降 钙 素 基因 为 例 , 它 编码 与 血 钙 代谢 
有 关 的 蛋白 质 。 该 基因 有 一 个 转录 起 始 位 点 和 6 个 外 显 子 , 两 个 加 多 (A) 位 点 。 如 果 初 
级 转录 产物 以 0 一 1 一 2 一 3 一 4 号 外 显 子 连接 在 一 起 ,并 利用 外 显 子 4 后 面 的 多 (A) 位 点 ， 
就 产生 降 钙 素 mRNA。 但 当初 级 转录 产物 以 0 一 1 一 2 一 3 一 5 一 6 号 外 显 子 连接 在 一 起 ,并 
利用 外 显 子 6 以 后 的 加 多 (A) 位 点 时 ,就 产生 了 编码 与 降 钙 素 基 因 表 达 有 关 的 多 肽 CGRP 
的 mRNA 
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| 轩 8-66。” 肌 球 但 卜 
碱 性 经 链 基因 蚊 接 


的 多 样 性 
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加 polyA 位 点 加 polyA 位 点 
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初级 转录 产物 
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AAA4， 国 加 而 司 BT A 
| 剪接 | 交接 
1 23 4 UK 2 :5 6 
a nnnA EE FE 人. 
| 翻译 | 翻译 
4 a 
| 和 蛋白酶 切割 | 蛋白 酶 切割 
4 Pd 
降 钙 素 (calcitonin) 降 钙 素 相关 蛋白 (CGRP ) 
图 8-67 前 mRNA 不 同 的 前 接 方 式 造成 了 不 同 组 织 中 不 同 的 降 钙 素 样 蛋白 
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免疫 球 蛋 白 的 上 链 基因 也 有 一 个 转录 起 始 位 点 和 两 个 多 (A) 位 点 。 当 它 启用 外 显 
子 6 上 的 终止 序列 时 ,翻译 生成 相对 分 子 质量 较 小 的 分 泌 型 蛋白 (hs), 可 直接 分 泌 进 入 细 
胞 质 中 ; 当 启用 外 显 子 8 上 的 终止 序列 时 ,翻译 生成 相对 分 子 质量 较 大 的 膜 结合 型 蛋白 
(hm), 它 能 与 细胞 膜 结合 在 一 起 。 

图 虽 无 剪接 ,但 有 多 个 转录 起 始 位 点 或 加 多 (A) 位 点 的 基因 ,如 二 氢 叶 酸 还 原 酶 基因 
和 酵母 乙醇 脱 氢 酶 基因 都 具有 不 同 的 $ 末端 和 多 (A) 位 点 。 大 鼠 a-24- 珠 蛋 白 基因 , 鸡 
波形 蛋白 基因 、X 基因 和 人 N-ras 基因 均 含 有 多 个 多 (A) 位 点 ,而 鸡 洲 菌 酶 基因 和 酵母 蔗 
糖 酶 基因 则 拥有 多 个 $ 末端 。 这 类 基因 表达 时 ,往往 产生 不 同 $' 末 端的 mRNA。 虽然 原 
始 转录 产物 的 蛋白 质 编码 区 和 3' 末端 都 相同 ,不 同 的 5' 末端 却 导 致 了 分 泌 型 和 胞 内 型 蛋 
白 的 产生 ,其 中 分 泌 型 芒 糖 酶 是 可 调节 的 ,而 胞 内 型 则 是 组 成 型 的 。 

4. mRNA 有 效 性 的 调控 

真 核 生物 能 否 长 时 间 、 及 时 地 利用 成 熟 的 mRNA 分 子 翻译 出 蛋白 质 以 供 生长 .发育 
的 需要 ,是 与 mRNA 的 稳定 性 以 及 屏蔽 状态 的 解除 密切 相关 的 。 原 核 生 物 mRNA 的 半 
衰 期 很 短 , 平 均 大 约 3 min。 高 等 真 核 生物 迅速 生长 的 细胞 中 mRNA 的 半衰期 平均 约 为 
3 h。 在 高 度 分 化 的 终端 细胞 中 许多 mRNA 极其 稳定 ,有 的 寿命 长 达 几 天 或 十 几 天 ,加 上 
强 启动 子 的 转录 ,使 一 些 终 端 细胞 特有 的 蛋白 质 合 成 达到 惊人 的 水 平 。 例 如 ,家 蚕丝 心 蛋 
白 基 因 具 有 很 强 的 启动 子 , 几 天 内 即 可 转录 出 10 个 丝 心 蛋白 mRNA ,而 它 的 寿命 长 达 
4 天 ,每 个 mRNA 分 子 能 重复 翻译 出 10 个 丝 心 蛋白 ,所 以 4 天 内 可 产生 10" 个 丝 心 蛋白 ， 
说 明 mRNA 寿命 的 延长 是 mRNA 有 效 性 的 一 个 重要 因素 。 
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8.5.6 ”翻译 水 平 调控 


在 蛋白 质 生物 合成 的 起 始 反 应 中 主要 涉及 细胞 中 的 4 种 装置 ,这 就 是 :中 核糖 体 , 它 
是 蛋白 质 生 物 合成 的 场所 ;@@ 蛋 白质 合成 的 模板 mRNA, 它 是 传递 基因 信息 的 媒介 ;名 可 
溶性 蛋白 因子 ,这 是 蛋白 质 生 物 合成 起 始 物 形成 所 必需 的 因子 ;@tRNA , 它 是 氨基 酸 的 携 
带 者 。 只 有 这 些 装置 和 谐 统一 才能 完成 蛋白 质 的 生物 合成 。 

1. 真 核 生 物 mRNA 的 “扫描 模式 ” 与 蛋白 质 合成 的 起 始 

大 量 实验 证 明 ,在 真 核 生 物 起 始 蛋白 质 合 成 时 ,40S 核糖 体 亚 基 及 有 关 合 成 起 始 因 子 
首先 与 mRNA 模板 靠近 $' 末端 处 结合 ,然后 向 3 方向 滑行 ,发 现 AUG 起 始 密码 子 时 ,与 
60S 大 亚 基 结 合 形成 80S 起 始 复合 物 。 这 就 是 Kozak 提出 的 真 核 生物 蛋白 质 合成 起 始 的 
“扫描 模式 ”。 

为 什么 核糖 体 滑行 到 mRNA 的 第 一 个 AUC , 即 在 离 5' 末端 最 近 的 起 始 密 码 位 点 就 
停 下 来 并 起 始 翻译 呢 ? 现在 认为 ,这 是 由 AUG 的 前 (5' 方 向 ) 和 后 (3' 方向 ) 序 列 所 决定 
的 。 调 查 了 200 多 种 真 核 生物 mRNA 中 5' 末端 第 一 个 AUG 前 后 序列 发 现 , 除 少数 例外 ， 
绝 大 部 分 都 是 A/G NNAUGG ,说 明 这 样 的 序列 对 翻译 起 始 来 说 是 最 为 合适 的 。 所 以 ,“ 扫 
描 模 式 ” 相 当 合 理 地 说 明了 许多 真 核 生物 mRNA 的 单 顺 反 子 性 质 , 也 合理 地 解释 了 为 什 
么 将 mRNA 水 解 之 后 , 它 内 部 的 起 始 密 码 会 被 活化 。 因 为 mRNA 的 水 解 产 生出 了 新 的 5 
末端 ,所 以 它 又 可 以 成 为 40S 起 始 复合 物 的 进入 位 点 。 

那么 , 真 核 生物 中 具有 相关 生物 功能 的 基因 通过 什么 样 的 补偿 机 制 得 以 协同 表达 
呢 ? 有 人 提出 , 真 核 生 物 通过 "融合 基因 "的 方式 产生 出 多 顺 反 子 的 替代 物 , 即 “多 聚 蛋白 
质 ”"。 多 聚 蛋 白质 是 由 相当 长 的 mRNA 编码 的 ,如 色 氨 酸 合成 酶 , 它 的 x 亚 基 ( 相 对 分 子 
质量 28 727) 和 B, 亚 基 (相对 分 子 质量 42 756) 在 大 肠 杆 菌 中 分 别 由 不 同 基因 编码 ,但 是 ， 
在 真 核 生物 酵母 中 ,这 两 个 多 肽 融合 形成 相对 分 子 质量 为 76 000 的 双 功 能 蛋白 质 。 红 色 
链 孢 霉 的 arom 基因 簇 也 编码 多 功能 和 蛋白 ,参与 多 聚 芳 香 化 合 物 的 生物 合成 。 此 外 ,酵母 
的 his4 基因 编码 了 一 个 三 功能 蛋白 质 。 从 功能 上 说 ,哺乳 动物 的 脂肪 酸 合成 酶 (相对 分 
子 质量 2.4 x 10”) 相当 于 大 肠 杆菌 中 一 组 7 个 之 多 的 功能 各 不 相同 的 多 肽 。 所 以 ,基因 融 
合 可 能 补偿 了 真 核 生物 核糖 体 不 能 利用 多 顺 反 子 型 mRNA 来 协调 各 种 不 同 蛋白 质 生 物 
合成 的 缺陷 。 

2. mRNA 5' 末端 帽子 结构 的 识别 与 蛋白 质 合成 

因为 绝 大 多 数 真 核 生物 mRNA 5' 末端 都 带 有 “帽子 ”结构 ,所 以 ,核糖 体 起 始 蛋白 质 
的 合成 ,首先 面临 的 问题 是 如 何 识别 这 项 “帽子 "。 

真 核 生 物 mRNA 5' 末端 可 有 3 种 不 同 的 帽子 , 即 0 型 、I 型 和 开 型 ,其 主要 差异 在 于 
帽子 中 碱 基 甲 基 化 程度 的 不 同 。 表 8-15 列举 了 这 3 种 不 同类 型 帽子 的 结构 。 

真 核 生 物 的 加 帽子 反应 发 生 在 mRNA 前 体 转 录 不 久 或 尚未 转录 完成 时 ,催化 这 一 过 
程 的 是 位 于 细胞 核 内 的 乌 苷 酸 转移 酶 和 甲 基 转 移 酶 。 据 认为 ,细胞 中 的 帽子 化 酶 是 同时 
具有 RNA 三 磷酸 酯 酶 和 鸟 苷 酸 转 移 酶 活性 的 多 功能 酶 - 通过 鸟 苷 酸 转 移 酶 生成 的 是 3 -5/ 
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磷酸 二 酯 键 。 从 0 型 到 I 型 帽子 的 生成 都 在 细胞 核 内 进行 ,由 工 型 帽子 进一步 加 工 成 
型 帽子 在 细胞 质 基质 内 进行 。 


胡 8-15 丰 核 生物 mRNA 的 帽子 结构 


种 类 结 构 mRNA 
O 型 M’Gppp*/GpNp— 酵母 . 黏 菌 
1 型 m’ GpppAmwGm pNp— 海 阻 胚 讽 虫 
了 型 m'GpppNiN， 哺乳 动物 
MGpppNIweNamw 哺乳 动物 


3. mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 调控 

在 高 等 真 核 生 物 中 转运 铁 蛋 白 受 体 (TfR) 和 铁 蛋 白 负 责 铁 吸 收 和 铁 解毒 。 这 两 个 
mRNA 上 存在 相似 的 顺 式 作用 元 件 , 称 为 铁 应 答 元 件 (iron responsive element,IRE),IRE 
与 IRE 结合 蛋白 (IREBP) 相互 作用 调控 两 个 mRNA 的 翻译 效率 。 当 细胞 处 于 缺 铁 或 高 
铁水 平时 ,能 产生 两 个 数量 级 的 蛋白 水 平 差 异 , 却 没有 在 mRNA 水 平 上 发 现存 在 显著 差 
异 。 研 究 表明 ,位 于 $' 非 翻译 区 的 IRE 控制 了 铁 蛋 白 mRNA 的 翻译 效率 ,去 掉 这 个 非 翻 
译 区 IRE, 可 造成 铁 蛋白 的 永久 性 高 水 平 翻译 。 当 细胞 缺 铁 时 ,IREBP 与 IRE 具有 高 亲 
和 力 ,两 者 的 结合 有 效 地 阻止 了 铁 蛋 白 mRNA 的 翻译 ,与 此 同时 ,TfR mRNA 上 3' 非 翻 
译 区 中 的 IRE 也 与 IREBP 特异 结合 ,有 效 地 阻止 TfR mRNA 的 降解 ,促进 TfR 蛋白 的 合 
成 国 %-6%)。 此 外 ,催乳 素 能 明显 延缓 酷 蛋 白 (casein) mRNA 的 降解 。 不 加 入 催乳 素 时 ， 
体系 中 的 酪 蛋白 mRNA 在 1 h 内 降解 50%, 而 加 入 催乳 素 后 40 h, 酷 蛋白 mRNA 才 降 
解 5S00! 图 8-69), 

4. 可 溶性 蛋白 因子 的 修饰 与 翻译 起 始 调控 

许多 可 溶性 蛋白 因子 , 即 起 始 因子 ,对 蛋白 质 合 成 的 起 始 有 着 重要 的 作用 ,对 这 些 因 
子 的 修饰 也 会 影响 翻译 起 始 。 

(1) eIF-2 磷酸 化 对 翻译 起 始 的 影响 用 兔 网 织 红细胞 粗 抽 提 液 研 究 蛋白 质 合 成 时 
发 现 , 如 果 不 向 这 一 体系 中 添加 氯 高 铁血 红 素 , 几 分 钟 之 内 和 蛋白质 合成 活性 急剧 下 降 , 直 
到 完全 消失 。 这 就 是 说 , 当 没 有 氧 高 铁血 红 素 存在 时 ,网 织 红 细胞 粗 抽 提 液 中 的 蛋白 质 合 
成 抑制 剂 就 被 活化 ,从 而 抑制 蛋白 质 合 成 。 现 已 查 明 ,该 抑制 剂 HCI 是 受 握 高 铁血 红 素 
调节 的 , 它 其 实 是 eIF-2 的 激酶 ,可 以 使 elF-2 的 a 亚 基 磷酸 化 ,并 由 活性 型 变 成 非 活 性 
型 。 没 有 生物 活性 的 HCI 也 可 以 通过 自身 的 磷酸 化 变 成 活性 型 ,这 个 过 程 可 能 是 自我 催 
化 的 ,并 与 一 个 被 称 为 HS 因子 的 热 稳定 蛋白 有 关 。 握 高 铁血 红 素 能 够 阻 断 HCI 的 活化 
过 程 ' 崩 8-70)。 

实验 表明 ,eIF-2 的 a 亚 基 础 酸化 以 后 ,elF-2 与 eIF-2B 紧密 结合 ,直接 影响 了 elF-2 
的 再 利用 ,从 而 抑制 翻译 ,影响 蛋白 质 合成 起 始 复合 物 的 生成 。eIF-2 磷酸 化 阻碍 蛋白 质 
生物 合成 这 一 现象 ,同样 可 由 添加 氧化 型 谷 胱 甘 肽 或 双 链 RNA 等 引发 。 
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真 核 基因 其 他 水 平 上 的 表达 调控 


图 8-68 ”人 铁 八 和 白 
及 转运 铁 货 白 受 体 
mRNA 的 翻 详 测 控 
机 制 


图 8-69 伦 乳 素 处 
理 能 明显 延缓 酷 重 
白 mRNA 的 降解 
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图 8-70 elF-2.， 
HCI 及 所 高铁 血红 
素 的 相互 关系 
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(2) CBP [活性 与 翻译 的 起 始 ” 在 冰 髓 灰质 炎 病 毒 感染 的 HeLa 细胞 中 ,有 帽子 结 
构 的 宿主 mRNA 的 翻译 受阻 ,宿主 蛋白 质 合 成 停止 ,但 没有 帽子 结构 的 脊髓 灰质 炎 病 毒 
mRNA 的 翻译 却 不 受 影响 。 研 究 表明 ,宿主 细胞 CBP 开 失 活 是 导致 这 种 mRNA 选择 性 翻 
译 的 根本 原因 。 如 果 在 这 种 感染 细胞 抽 提 液 的 蛋白 质 合成 体系 中 加 入 由 免 网 织 红 细胞 
中 提取 的 CBP IT ,就 能 恢复 有 帽子 mRNA 的 翻译 活性 。 添 加 CBP IT 对 肴 人 般 灰 质 炎 病 毒 
RNA 的 翻译 没有 影响 。 

在 蛋白 质 生物 合成 的 过 程 中 ,特别 是 在 起 始 反 应 中 ,mRNA 的 “可 翻译 性 " 是 起 决定 
作用 的 ,其 5' 末 端的 帽子 结构 ,二 级 结构 .与 rRNA 的 互补 性 以 及 起 始 密码 子 附近 的 核 苷 
酸 序列 都 是 蛋白 质 生物 合成 的 信号 系统 。 和 蛋白 质 生物 合成 的 调控 ,就 是 通过 mRNA 本 身 
所 固有 的 信号 与 可 溶性 蛋白 因子 或 者 与 核糖 体 之 间 的 相互 作用 而 实现 的 。 


思考 题 


- 基因 家 族 的 分 类 及 其 主要 表达 调控 模式 。 

. 何 为 外 显 子 .内 含 子 及 其 结构 特点 和 可 变调 控 

. DNA 甲 基 化 对 基因 表达 的 调控 机 制 。 

. 简 述 真 核 生物 转录 元 件 组 成 及 其 分 类 . 

简 述 增 强 子 的 作用 机 理 。 

. 简 述 反 式 作用 因子 的 结构 特点 及 其 对 基因 表达 的 调控 。 

. 如何 确 定 拟 南 芥 基因 组 T-DNA 插入 的 位 点 ? 

. 如 何 确定 影响 某 表 型 的 相关 基因 ? 

. 如 何 通 过 实验 的 方法 分 析 CTD 上 S, 和 5; 不 同 硫酸 化 模式 的 功能 ? 
. 如 何 鉴定 activation tagging 的 转基因 植物 中 是 哪个 基因 的 表达 上 调 而 导致 所 观测 的 表 型 ? 
. 举例 说 明 蛋 白质 磷酸 化 如 何 影响 某 因 表达 。 

12. 简 述 组 蛋白 乙酰 化 和 去 乙酰 化 影响 基因 转录 的 机 制 。 

. 简 述 激 素 影响 基因 表达 的 基本 模式 。 

. 简 述 分 子 伴侣 的 分 类 及 其 影响 基因 表达 的 机 理 。 
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肿瘤 与 癌症 
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图 9-1 肿瘤 组 织 
示意 图 


(a) 良性 腺 体 瘤 ; (b) 恶 
性 腺 体 病 。 
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9.1 肿瘤 与 癌症 


癌 (cancer) 是 一 群 不 受 生长 调控 而 增殖 的 细胞 ,也 称 恶性 肿瘤 。 与 此 相对 应 的 良性 
肿瘤 是 一 群 仅 局 限 在 自己 的 正常 位 置 , 且 不 侵 染 周围 其 他 组 织 和 器 官 的 细胞 。 因 此 , 绝 大 
多 数 癌 是 由 肿瘤 细胞 经 过 一 系列 突变 转化 而 来 的 /外 "0)。 到 目前 为 止 ,癌症 仍然 是 人 类 生 
存 的 头号 敌人 。 今 天 ,科学 家 已 经 能 够 对 许多 种 癌症 做 出 早期 诊断 ,延长 患者 的 生存 期 ， 
但 并 未 从 根本 上 征服 这 个 病魔 。20 世纪 50 年 代 以 来 ,对 肿瘤 医学 的 研究 有 三 项 最 为 突 
出 的 成 就 :人 癌 基 因 的 发 现 及 其 研究 的 深入 ;@) 染 色 体 畸 变 与 致癌 基因 表达 相互 关系 的 揭 
示 ;@ 抑 癌 基 因 的 发 现 及 表达 调控 ,已 经 发 现 了 上 百 个 原 癌 基 因 (proto-oncogene) 和 许多 
抑 癌 基 因 , 证 明细 胞 癌变 的 分 子 基础 是 基因 突变 ,DNA 的 变化 和 不 正常 活动 导致 了 细胞 
癌变 。 








(a) 正常 管状 发 生 癌 变 的 腺 体 被 纤维 状 结缔 组 织 。 (b) 正常 管状 有 转移 能 力 的 
腺 体 细胞 ”细胞 (分 裂 失 控 ) 包 惠 的 良性 肿瘤 腺 体 细胞 。 腺 体 癌 细胞 

















癌 基 因 (oncogene) 可 分 为 两 大 类 :一 类 是 病毒 癌 基 因 (viral oncogene,v-onc), 编 码 病 毒 
癌 基 因 的 主要 有 DNA 病毒 和 RNA 病毒 。DNA 病毒 包括 乙 型 肝炎 病毒 、SV40 和 多 瘤 病 
毒 .乳头 瘤 病 毒 、 腺 病毒 \ 疱 疹 病 毒 和 痘 病 毒 。RNA 病毒 主要 是 反 转 录 病 毒 。 反 转录 病毒 
致癌 基因 (retrovirus oncgene) 可 能 是 研究 最 多 的 病毒 基因 ,它们 能 使 靶 细 胞 发 生 恶 性 转化 。 
第 二 类 是 细胞 转化 基因 (ec-onc), 它 们 能 使 正常 细胞 转化 为 肿瘤 细胞 ,这 类 基因 与 病毒 癌 基 
因 有 显著 的 序列 相似 性 。 事 实 上 ,细胞 转化 基因 可 能 就 是 存在 于 人 体 正常 细胞 中 的 原 癌 
基因 的 突变 产物 ,它们 广泛 存在 于 生物 界 , 有 相当 高 的 保守 性 ,属于 管家 基因 ,正常 表达 时 
对 细胞 的 生长 和 分 化 有 调控 的 作用 。 
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9.1.1 反 转 录 病 毒 致 癌 基 因 


早 在 1910 年 , 劳 斯 (Rous) 就 发 现 带 有 肉瘤 病毒 (一 种 反 转 录 病 毒 ) 的 鸡肉 瘤 无 细 
胞 滤液 能 在 鸡 体内 诱发 新 的 肉瘤 。 这 种 病毒 的 基 央 组 是 由 单 链 RNA 组 成 的 ,一 般 只 有 
6~9 kb。RNA 上 的 基因 数目 很 少 ,它们 被 包 囊 在 由 gag 和 env 两 个 基因 编码 的 蛋白 质 外 
壳 中 ,其 中 env 基因 指导 外 完蛋 白 的 合成 ,gag 基因 则 指导 “ 鞘 " 蛋白 的 合成 ,这 些 “ 鞘 " 蛋 
白 好 像 “ 道 钉 " 一 样 “ 夭 " 在 外 壳 的 表面 ,维持 外 壳 蛋 白 结 构 的 稳定 性 ' 外 ?2。 反 转录 病毒 
的 复制 是 由 其 自身 基因 组 上 pol 基因 编码 的 反 转 录 酶 指导 完成 的 。 当 病毒 感染 细胞 时 ， 
病毒 最 外 层 宫 膜 不 进入 细胞 ,而 是 含有 基因 组 RNA 和 反 转 录 酶 的 核心 颗粒 进入 细胞 。 进 
人 细胞 后 ,在 病毒 核心 颗粒 内 开始 利用 自身 携带 的 反 转 录 酶 ,可 能 也 需要 宿主 细胞 因子 进 
行 病毒 基因 组 四?-?) 的 反 转 录 , 合 成 含有 完整 病毒 基因 组 信息 的 线性 双 链 DNA。 该 双 链 
DNA 被 运 入 细胞 核 ,在 病毒 整合 酶 作用 下 随机 整合 进入 宿主 细胞 基因 组 ' 包 ?4 首先 , 整 
合 酶 攻击 病毒 基因 组 DNA 末端 序列 ,紧邻 保守 序列 CA 的 两 个 碱 基 受到 一 个 水 分 子 的 亲 
核 攻击 ,丢失 两 个 碱 基 产 生 末端 凹陷 ,使 宿主 细胞 DNA 靶 序 列 被 剪 切 。 然 后 ,病毒 基因 组 
3'-OH 末端 和 宿主 细胞 DNA 5'-P 在 整合 酶 的 作用 下 结合 ,突出 碱 基 被 切 掉 , 缺 口 由 宿主 
细胞 DNA 聚合 酶 填补 ,完成 整合 - 被 整合 的 病毒 DNA 分 子 称 为 原 病毒 (provirus)。 整 合 
后 的 病毒 是 稳定 的 ,基本 不 可 逆 。 由 于 反 转 录 病 毒 一 般 不 会 引起 细胞 死亡 ,所 以 , 原 病毒 
像 孟 德尔 单一 基因 遗传 一 样 传 给 子 代 细胞 。 整 合 的 原 病毒 LTR 含有 细胞 RNA 聚合 酶 I 
以 及 细胞 转录 因子 识别 的 所 有 信号 和 元 件 ,能 转录 出 完整 病毒 mRNA ,并 利用 宿主 细胞 中 
的 蛋白 质 合成 机 器 ,翻译 病毒 外 完蛋 白 和 其 他 相关 蛋白质, 最 后 组 装 成 病毒 颗粒 。 已 经 在 
各 种 反 转 录 病 毒 中 发 现 了 许多 致癌 基因 ,它们 感染 后 诱导 宿主 产生 肿瘤 的 主要 原因 是 激 
活 特 定 基因 表达 ,从 而 破坏 宿主 细胞 本 身 固有 的 平衡 ,导致 细胞 发 生 转 化 。 








脂 质 膜 RNA 基 因 组 (二 倍 体 ) 
表面 精 蛋 白 
整合 酶 跨 膜 蛋白 
白 酶 
反 转 录 栈 基质 

















9.1 肿 癣 与 癌症 





图 9-2 反 针 录 病 
毒 颗 粒 示意 图 


图 9-3 反 转 录 病 
毒 基因 结构 示意 图 
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图 9-4 含有 反 转 
录 病 毒 完整 基因 组 
信息 的 双 链 DNA 整 
合 到 宿主 细胞 基因 
组 DNA 上 
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最 早 研究 的 致癌 基因 是 劳 斯 肉瘤 病毒 中 的 v-Sre 基因 , 它 编码 了 一 个 被 称 为 p60” 的 
人 型 白 质 。 序 列 分 析 表明 ,该 蛋白 有 514 个 氨基 酸 , 是 个 伙 酸 化 蛋白 。 其 C 端 250 个 氨基 
酸 是 活性 区 域 , 负 责 将 磷酸 基 团 转移 到 酷 氨 酸 残 基 上 - 它 的 作用 主要 是 使 多 个 靶 蛋 白 发 
生 磷酸 化 ,从 而 影响 它们 的 功能 ,加 速 细胞 癌变 的 过 程 。 

那么 ,p60 使 多 个 蛋白 质 中 的 酪 氨 酸 发 生 磷酸 化 以 后 ,又 是 如 何 促使 细胞 发 生 癌变 
的 呢 ? 科学 家 发 现 ,一 种 存在 于 细胞 基部 质 膜 附着 点 内 被 称 为 黏着 斑 蛋 白 又 称 枢纽 蛋白 
(vineulin) 的 细胞 骨架 蛋白 的 磷酸 化 可 能 是 引起 细胞 癌变 的 中 心 环 节 。 已 知 质 膜 附着 点 
的 主要 作用 是 通过 细胞 膜 固着 蛋白 ,将 细胞 固定 在 所 处 的 表面 。 它 也 能 使 肌 动 蛋白 的 纤 
丝 依附 在 上 面 。 位 于 附着 点 内 的 枢纽 蛋白 则 起 着 连接 肌 动 蛋白 纤 丝 束 和 细胞 膜 固着 蛋白 
的 作用 。 正 常情 况 下 ,该 蛋白 上 的 酷 氨 酸 残 基 只 有 轻 度 的 磷酸 化 。 而 在 转化 细胞 中 ,由 于 
p60 结合 在 附着 点 内 靠近 或 位 于 枢纽 蛋白 处 ,使 这 一 蛋白 的 磷酸 化 水 平 提高 了 20 倍 以 
上 ,明显 降低 了 枢纽 蛋白 连接 肌 动 蛋白 纤 丝 束 和 细胞 膜 固着 蛋白 的 功能 ,导致 肌 动 蛋白 纤 
丝 束 松散 ,细胞 黏附 能 力 减 罚 ,容易 发 生 脱 落 和 转移 : 

1. 急性 转化 型 和 非 急性 转化 型 

根据 反 转 录 病 毒 转化 细胞 的 能 力 , 可 将 其 分 为 两 大 类 :一 类 为 急性 转化 型 , 另 一 类 则 
称 为 非 急 性 转化 型 。 急 性 转化 型 反 转录 病毒 具有 3 个 主要 特征 :中 这 类 病毒 感染 动物 后 ， 
很 短 时 期 内 ( 几 天 或 几 周 ) 就 出 现实 体 瘤 或 白血病 (leukemia); 避 它们 所 带 的 癌 基 因 一 般 位 
于 病毒 基因 组 内 部 ,也 可 位 于 基因 组 的 3' 端 ,但 不 会 插入 结构 基因 内 部 ;具有 体外 转化 
细胞 的 能 力 。 非 急性 转化 型 则 正好 相反 ,它们 感染 宿主 细胞 后 需要 较 长 时 间 ( 几 个 月 , 数 
年 其 至 数 十 年 ) 才 会 致癌 。 

2. v-onc 基因 的 起 源 

研究 发 现 , 反 转录 病毒 基因 组 中 所 带 有 的 onc 基因 并 非 来 自 病毒 本 身 , 而 是 这 些 病毒 
在 感染 动物 或 人 体 之 后 获得 的 细胞 原 瘤 基因 ' 外 ?3 ， 这 些 动物 或 人 原 瘤 基 因 经 病毒 修饰 
和 改造 后 ,成 为 病毒 基因 组 的 一 部 分 并 具有 了 致癌 性 ,其 作用 的 靶 分 子 也 往往 发 生 改变 。 
已 经 证 实 , 各 种 峭 椎 动物 染色 体 DNA 上 都 有 与 sre 相 类 似 的 DNA 序列 ,说 明 它 是 正常 细 
胞 所 固有 的 。 因 为 正常 细胞 中 这 些 基因 是 不 表达 的 ,只 有 在 细胞 发 生 癌变 时 才 有 活性 ,所 
以 称 为 原 癌 基 因 。 表 9-1 是 部 分 c-onc 与 v-onc 序列 的 比较 ,从 表 中 不 难看 出 ,除了 ErbB 





宿主 细胞 基因 
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图 9-5 劳 斯 肉瘤 独 
村 基因 结构 及 c-srr 
原 冶 基因 的 转变 
宿主 细胞 原 癌 基因 
(上 ) 和 不 含 癌 基 因 的 
反 转 录 病 毒 基因 组 及 
所 编码 的 主要 蛋白质 
(中 ); 含 有 癌 基 因 的 劳 
斯 肉瘤 病毒 基因 结构 
(下 )。 
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图 9-6 上 表皮 癌 
的 发 生 过 程 示 意图 
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基因 之 外 ,两 组 基因 编码 区 的 相似 性 非常 高 。 一 般 说 来 ,细胞 原 癌 基 因 大 都 是 断裂 基因 ， 
带 有 插入 序列 ,而 病毒 的 致癌 基因 往往 是 一 个 完整 的 没有 断裂 的 可 读 框 。 


表 9-1 部 分 c-onc 和 v-onr 基因 编码 区 比较 


c-onc v=-onc 中 的 不 相同 站 v-onc 中 缺失 的 

3 
mos 369 369 11 97 无 
Ha-ras 189 189 3 98 无 
K-ras 189 189 7 96 无 

Sis 220 220 18 92 无 
myc 417 417 2 99 无 

Src 533 514 16 97 C 端 
Fms 980 930 20 99 C 端 
ErbB 1210 600 99 83 N 端 \C 端 
ErbA 408 396 22 95 N 端 
myb 640 372 11 9 N 端 \C 端 


目前 已 鉴定 了 超过 100 个 致癌 基因 ,最 常见 的 是 ras 与 mye 基因 家 族 。 突 变 的 Ha- 
ras 基因 产物 与 结肠 癌 、 肺 癌 、 胰 腺 癌 等 相关 ,K-ras 与 恶性 骨髓 瘤 、 成 淋巴 细胞 瘤 等 有 关 ， 
而 N-ras 则 多 见于 泌尿 系统 癌症 。 研究 发 现 ,c-mye 表达 时 相 主 要 在 GyG, 交界 或 G, 早期 ， 
而 c-H-ras 和 c-K-ras 则 主要 在 G, 中 晚期 。 有 人 认为 ,细胞 周期 中 的 G6 期 对 于 细胞 生 
长 的 控制 具有 关键 性 意义 ,因为 该 时 相 中 存在 一 个 “生长 控制 点 ”, 在 正常 情况 下 ,细胞 可 
根据 对 信号 的 应 答 ,发挥 “生长 控制 点 "的 调节 作用 ,使 细胞 通过 该 点 ,进入 S、M 期 再 回 到 
G1 期 ,或 者 阻止 细胞 通过 该 控制 点 而 使 其 进入 Go 期 。c-mye 的 表达 可 能 使 细胞 获得 了 通 
过 "生长 控制 点 ”的 潜能 ,而 c-ras 的 表达 似乎 加 强 了 c-myce 的 这 种 作用 潜能 ,二 者 协同 作 
用 使 细胞 向 S 期 过 渡 成 为 可 能 。 也 就 是 说 ,c-myc 和 c-ras 表达 的 协同 作用 是 细胞 分 裂 的 
必要 步骤 。 实 验 表 明 , 在 肿瘤 细胞 中 ,“ 生 长 控制 点 " 不 起 作用 ,所 以 瘤 细胞 一 直 处 于 细 
胞 周期 循环 之 中 ”9。 








末端 分 化 的 细胞 , 细 
胞 核 较 小 呈 浓 缩 状  、 
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9.1.2 原 癌 基 因 (细胞 转化 基因 ) 产物 及 其 分 类 


除了 病毒 感染 会 诱发 细胞 癌变 外 , 尚 有 许多 非 病毒 因子 (如 放射 性 物质 .化 学 试剂 亚 
硝酸 、 烷 化 剂 等 ) 也 能 诱导 细胞 转化 。 这 些 因子 并 没有 把 致癌 基因 或 其 他 致癌 的 遗传 信 
息 带 入 细胞 ,而 仅仅 通过 某 种 激活 机 制 改变 了 细胞 内 原 有 的 遗传 信息 ,使 细胞 发 生 恶性 
转化 。 对 大 量 致癌 因子 的 研究 证 明 , 它 们 的 作用 都 是 使 基因 发 生 突变 "外 ?7 ,充分 说 明 内 
源 基 因 在 细胞 转化 中 的 地 位 。 实 验证 明 , 此 时 ,引起 细胞 恶性 转化 的 因子 仍然 是 DNA ,化 
学 诱 变 后 的 细胞 中 同样 存在 着 决定 细胞 命运 的 致癌 基因 。 从 人 膀胱 癌 T24 肿瘤 细胞 中 
提取 DNA, 转 染 正 常 小 鼠 成 纤维 细胞 使 之 变 为 转化 细胞 。 从 发 生 转 化 的 成 纤维 细胞 集落 
中 分 离 单 细胞 ,培养 . 扩 增 后 再 提取 DNA ,第 二 次 转 染 正常 小 鼠 成 纤维 细胞 ,又 出 现 转化 
细胞 集落 。 如 果 细 胞 转化 特性 是 由 散布 在 不 同 DNA 片段 上 的 遗传 因子 决定 的 ,那么 ,在 
这 个 基因 重复 导 人 过 程 中 细胞 的 转化 特性 就 可 能 消失 。 事 实 上 ,经 过 连续 多 次 基因 导 人 
后 ,细胞 仍 被 转化 ,说 明 致癌 因子 不 是 分 布 在 不 同 的 DNA 片段 上 ,而 是 存在 于 某 个 特定 的 
区 域 。 


OH 9 
与 细胞 色素 P450 相 Q 
偶 联 的 氧化 反应 _ Ss Ns b 


H, \ 人 ~ 
DNA 





黄 曲 霉 率 黄 曲 登 素 -2, 3 环 氧化 物 致癌 因子 与 DNA 中 的 乌 苷 酸 残 革 相 结合 





图 9-7 黄 曲 露 素 (aflatoxin) 导致 细胞 发 生 癌 虚 的 分 子 机 制 


根据 原 癌 基 因 产 物 在 细胞 中 的 位 置 ,可 将 其 分 为 3 类 :第 一 类 是 与 膜 结合 的 蛋白 , 主 
要 有 ErbB .neu ,fms ,mas 和 Src 基因 产物 ;第 二 类 是 可 溶性 蛋白 ,包括 mos .sis 和 fps 基因 
产物 ;第 三 类 是 核 蛋白 ,包括 myc 、ets、jun 和 myb 等 基因 产物 。 根 据 这 些 蛋 白 的 功能 , 它 
们 又 常 被 分 为 6 类 , 即 蛋白 激酶 类 .生长 因子 类 生长 因子 受 体 类 .GTP 结合 蛋白 类 , 核 蛋 
白 类 和 功能 未 知 类 '*””。 原 癌 基 因 产 物 的 一 个 共同 特征 是 它们 都 能 诱发 一 系列 与 细胞 
生长 分 化 有 关 的 基因 表达 ,从 而 改变 细胞 的 表 型 。 


表 9-2 原 癌 基 因 及 其 产物 的 分 类 


类 型 相对 分 于 质量 产物 性 质 在 细胞 内 定位 
生长 因子 类 
sis(PDGFP) p28 与 血小板 衍生 生长 因子 B 链 有 相似 性 胞 质 
Fgf-5 P32 与 成 纤维 细胞 生长 因子 相似 胞 质 
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类 型 
生长 因子 受 体 类 
Neu (Erb B2) 


Kir 


ErbB 


酷 氨 酸 蛋 白 激酶 ( 非 受 
体 ) 类 -Src 家 族 


Src 


Rel 
丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 类 
Mos 
Raf 
Pim 一 ! 
Raf 一 1 
Mhr 
G 蛋白 类 -Ras 家 族 
H-ms 
K-ras 


N-ms 
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相对 分 子 质量 


p185 


p145 


p259 
P140 
p165 


p175 


P280 


p145 


p21 


p21 


产物 性 质 


与 表皮 生长 因子 受 体 相似 

与 肥大 细胞 生长 因子 受 体 相似 
血管 紧张 素 受 体 的 亚 型 

具有 酪 氨 酸 蛋白 激酶 活性 

原 肌 球 蛋 白 受 体 , 有 激酶 活性 
与 CSF 受 体 有 相似 性 

与 表皮 生长 因子 受 体 有 相似 性 


具有 栈 氨 酸 蛋 白 激酶 活性 


具有 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 活性 
具有 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 活性 
具有 丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 活性 
具有 丝 / 苏 氨 酸 借 白 激酶 活性 
与 Raf 有 相似 性 


具有 GTP 结合 作用 和 GTP 酶 笑 性 
其 有 GTP 结合 作用 和 GTP 酶 活性 
具有 GTP 结合 作用 和 GTP 酶 活性 


续 表 
在 细胞 内 定位 


质 腊 
质 膜 
质 腊 
质 膜 
质 膜 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 膜 


胞 质 / 质 腊 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 障 
胞 质 / 质 弄 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 腊 
胞 质 / 质 腊 
胞 质 / 质 腊 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 腊 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 腊 
胞 质 


胞 质 
胞 质 
胞 质 
胞 质 
胞 质 


质 膜 内 面 


续 表 


类 型 相对 分 子 质量 产物 性 质 在 细胞 内 定位 

核 蛋 白 类 
Er 家 族 

ets—l p51 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

cts—2 p56 DNA 结合 集 白 细胞 核 
elk—1 DNA 结合 疏 白 细胞 核 
Jun 家 族 : 

Jun p47 DNA 结合 似 白 细胞 核 

jun B DNA 结合 蛋白 细胞 核 

jun D DNA 结合 蛋白 细胞 核 
Fos 家 族 

Fos p62 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

fosb p45 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

fra—1 p38 DNA 结合 蛋白 细胞 核 
Myc 家 族 

Myc p62 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

N-myc p62 DNA 结合 恒 白 细胞 核 

L-myc p60 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

Myb p75 DNA 结合 蛋白 细胞 核 

Ski p60 DNA 结合 蛋白 细胞 核 


功能 未 知 类 :bcl1,bcl-2,vav,evi—1,spi—1,gsp,ove,crk,mpl,rap 1A,rab 4,arh-6,rabl ,rab2 


9.1.3 ” 原 癌 基因 的 表达 调控 


原 癌 基 因 在 正常 细胞 中 通常 以 单 拷贝 形式 存在 ,只 有 低 水 平 的 表达 或 根本 不 表达 。 
在 很 多 情况 下 , 原 癌 基 因 的 结构 发 生 了 点 突变 或 插入 、 重 排 .缺失 及 扩 增 等 ,改变 其 转录 活 
性 ! 图 9-8)。 








图 9-8 细胞 中 原 


癌 基 因 转 变 为 癌 基 
因 的 主要 途 税 
编码 缺失 或 单 碱 基 突 变 | 染色 体重 排 | 
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图 9-9 ras 基因 的 
点 突变 及 转化 活性 
分 析 
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1. 点 突变 

虽然 原 癌 基 因 活化 导致 癌变 的 原因 多 种 多 样 ,但 点 突变 可 能 是 最 常见 的 机 制 。 在 ras 
基因 家 族 中 ,存在 着 许多 原 癌 基因 发 生 点 突变 的 实例 。Ha-ras 和 Ki-ras 基因 最 初 是 从 小 
鼠 肉瘤 病毒 中 分 离 出 来 的 ,N-ras 是 从 人 神经 母 细 胞 瘤 细 胞 系 中 分 离 得 到 的 ,C-ras 基因 
存在 于 非 肿瘤 细胞 生物 机 体 中 ,可 能 是 细胞 发 挥 正常 的 生理 功能 所 必需 的 。 研 究 发 现 ,ras 
基因 编码 了 一 个 相对 分 子 质量 为 2.1 x 10' 癌 蛋 白 (p21), 从 人 类 膀胱 癌 细 胞 系 T24 DNA 中 
克隆 的 Ha-ras 基因 能 够 诱发 NIH/3T3 细胞 转化 ,而 从 正常 细胞 DNA 中 克隆 的 该 原 癌 基 
因 没有 这 种 功能 。 因 为 T24 膀胱 癌 细 胞 中 Ha-ras 基因 的 表达 水 平 较 之 正常 细胞 并 无 明 
显 提高 ,科学 家 推测 点 突变 使 癌 基 因 产 物 p21 蛋白 的 结构 和 功能 发 生 了 某 些 变化 /图 9-") 
如 人 类 肺癌 细胞 系 Hs242 的 转化 基因 与 Ha-ras 高 度 相似 ,在 这 个 基因 中 导致 转化 活性 的 
遗传 损伤 是 第 二 个 外 显 子 中 引起 p21 蛋白 第 61 位 谷 氨 酰胺 被 亮 氨 酸 所 替代 的 一 个 点 突 
变 。 所 以 ,p21 分 子 某 些 部 位 发 生 单个 氨基 酸 替 代 足 以 引起 蛋白 质 构象 的 改变 ,并 使 细胞 
获得 转化 活性 。 





第 一 外 显 子 第 二 外 显 子 转化 
活性 


一 
11 12 13 60 61 62 


原 C-H-ras …GCC …GCC  GGT… …GGC CAG  GAG… 
丙 氨 酸 丙 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 一 


膀胱 冶 “GCC GIC GGT *GGC CAG GAG-. 
C-H-ras 再 氨 酸 强 氨 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 肢 谷 氨 酸 + 


肺癌 C-H-ras …GCC GTC GGT… ~ GGC CTG GAG… 
丙 氨 酸 纺 氮 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 亮 氮 酸 谷 氨 本 
MSV-H-ras *“GCC AGA GOT ~» GGC CTG GAG… 
两 氨 酸 精 氨 酸 “甘氨酸 甘氨酸 亮 氨 酸 谷 令 酸 二 

乳腺 瘤 GCC GAA GGT… »… GGC ? GAG… 
NMU-H-ras ”两 氨 酸 谷 氨 酸 “甘氨酸 甘 氮 酸 。 ? 谷 氨 酸 + 

原 C-K-ras …GCT GGT ee GGT CAA GAA 
丙 氮 酸 甘氨酸 ”甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 洛 氮 酸 

肺癌 C-K-ras …GCT TGT GGC:… …GGT CAA GAA 
丙 氨 酸 半 哑 所 甘氨酸 “甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 + 


大 肠 瘤 -GCT GIT GGC … GGT CAA GAA.. 
C-K-ras 丙 氨 酸 缚 氨 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氢 酸 + 


MSV-K-ras GCT AGT GGC ~ GGT CAA GAA 
丙 氮 酸 丝氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 + 














在 肺癌 和 结肠 癌 细 胞 系 中 也 发 现 了 Ki-ras 型 转化 基因 。 肺 癌 细 胞 系 含有 第 12 位 密 
码 子 由 TGT 取代 GGC, 从 而 以 半 胱 氨 酸 取代 甘氨酸 的 Ki-ras2 转化 基因 ;而 SW480 结肠 癌 
细胞 系 也 含有 Ki-ras 转化 基因 ,其 第 12 位 密码 子 为 CTT ,编码 了 纺 氨 酸 。 这 两 个 细胞 系 
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都 经 历 了 点 突变 激活 过 程 ,突变 部 位 与 人 类 膀胱 癌 细 胞 系 T24Ha-ras 的 对 应 部 位 相同 。 现 
在 已 经 证 明 由 NIH/3T3 细胞 转 染 检 出 的 ras 原 况 基 因 中 ,第 12 位 密码 子 是 个 突变 “热点 ”。 

2. LTR 插入 

LTR 是 反 转 录 病 毒 基 因 组 两 端的 长 末端 重复 序列 (long terminal repeat), 其 结构 中 含 
有 强 的 启动 子 序列 , 当 LTR 插入 原 癌 基 因 启 动 子 区 域 或 邻近 部 位 后 ,可 从 根本 上 改变 基 
因 的 正常 调控 规律 。 最 早 发 现 LTR 插入 激活 现象 是 在 慢性 反 转 录 病 毒 感染 的 细胞 中 。 
LTR 插入 到 c-myc 5' 上游 启 动 子 附近 ,使 c-myc 的 转录 水 平 大 大 增加 。 其 他 原 癌 基 因 中 
也 发 现 了 类 似 现象 。LTR 插入 后 ,与 血小板 衍生 生长 因子 B 链 (PDGF-B) 相 似 的 c-sis 基 
因 的 转录 和 翻译 水 平均 有 明显 增加 。 表 9-3 是 受 LTR 插入 激活 的 部 分 原 癌 基 因 。 


表 9-3 LTR 插入 激活 的 原 癌 基 因 


原 癌 基 因 LTR 来 源 诱发 的 肿瘤 
mye 离 类 白血病 病毒 禽类 环 液 性 囊 性 淋巴 交 
好 白血病 病毒 民工 细胞 淋巴 瘤 
猫 白 血 病 病毒 猫 T 细胞 淋巴 瘤 
ErbB 禽类 白血病 病毒 禽类 红 白 血 病 
H-rms 离 类 白血病 病毒 禽 肾 细 胞 瘤 
K-ras 小 鼠 白 血 病 病毒 小 鼠 精 性 细胞 白血病 
myb 食 类 白血病 病毒 请 类 忒 液 性 赎 性 淋巴 冶 
Fims 小 鼠 白血病 病毒 小 鼠 获 性 细胞 白血病 
Int-1 小 鼠 乳 头 瘤 病 毒 小 鼠 乳 腺 癌 
Pim-! 小 鼠 白血病 病毒 小 也 工 细胞 淋巴 瘤 
Lek 小 鼠 白 血 病 病毒 小 电工 细胞 淋巴 瘤 
evi-l 小 鼠 白血病 病毒 小 鼠 获 性 细胞 白血病 
3. 基因 重 排 


在 大 多 数 类 型 的 人 肿瘤 中 存在 染色 体 数目 和 结构 异常 现象 ,说 明 存在 原 癌 基 因 重 排 
的 可 能 。 现 已 查 明基 因 重 排 包 括 原 癌 基因 之 间 , 及 原 癌 基 因 与 非 原 癌 基 因 之 间 的 重 排 。 
重 排 后 基因 内 部 结构 可 不 受 影响 ,也 可 能 发 生 改 变 。 在 Burkitt 淋巴 瘤 中 ,18 基因 与 c-mye 
之 间 发 生 重 排 。 正 常情 况 下 ,c-myc 定位 于 8q”*, 免 疫 球 蛋白 重 链 基 因 (JgH) 定 位 于 14q?， 
轻 链 入 基因 (1874) 定位 于 22q", 轻 链 x 基因 (Jgx) 定 位 于 2p"。 重 排 时 ,c-myc 从 其 上 游 区 
到 第 2 外 显 子 的 区 域内 断裂 , 易 位 至 /gH Jgx 或 8 的 位 点 ,使 如 基因 与 c-myc 相连 在 一 起 ， 
训 基 因 5' 端 的 启动 子 发 挥 作用 ,使 原来 不 表达 的 c-myc 大 量 表达 。 由 于 人 体 的 特殊 需求 ， 
通常 5 基 因 的 表达 能 力 非 常 强 。c-mye 一 旦 与 8 基因 启动 子 和 增强 子 重组 后 ,可 使 原来 
的 调控 机 制 失 去 作用 ,而 导致 极 高 水 平 的 表达 。 在 正常 人 体 细胞 中 , 非 受 体型 酷 氨 酸 蛋 白 
激酶 基因 ap/ 位 于 第 9 号 染色 体 上 ,表达 量 极 低 ,不 会 诱发 癌变 。 在 慢性 骨 角 瘤 病 人 细胞 
中 ,该 基因 却 被 转移 到 第 22 号 染色 体 上 ,与 ber 基因 相 融 合 , 表 达 量 大 为 提高 ,导致 细胞 
分 裂 失控 ,发 生 癌 变 儿 -10)。 
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图 9-10 ah/ 原 癌 基 
因 通 过 选择 性 染色 
体重 排 转变 成 细胞 
癌 基 因 
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bcr 基 因 位 于 第 22 号 染色 体 ab1 基 因 位 于 第 9 号 染色 体 
7 ER ES 
全 全 
重组 位 点 二 重组 位 点 
费城 染色 体 


| 
] | 
”c/at1 出 合共 因 
bs 
”poly A, bcr/ab! 融 合 基因 mRNA 
| 上 


| Ber/Abl 改 合生 白 








4. 缺失 

很 多 原 瘤 基因 5' 上 游 区 存在 负 调 控 序 列 , 一 旦 该 序列 发 生 缺 失 或 突变 ,就 霄 失 抑制 
基因 表达 调控 的 能 力 。 如 Brukit 淋巴 瘤 中 ec-myc 可 因 负 调控 序列 的 缺失 或 LTR 插入 破 
坏 其 结构 而 增强 表达 。 

5. 基因 扩 增 

使 每 个 细胞 中 基因 拷贝 数 增加 ,从 而 直接 增加 可 用 的 转录 模板 数 以 增加 基因 表达 。 
某 些 正常 细胞 在 生长 ,发 育 过 程 中 需要 大 量 相关 蛋白质, 可 通过 基因 扩 增 的 方式 来 达到 增 
加 表达 量 的 效果 。 如 在 选择 压力 下 ,细胞 也 可 通过 基因 扩 增 的 产物 来 抵抗 环境 压迫 因素 
(如 对 化 学 物质 和 药物 的 抗 性 等 ), 以 获得 生存 能 力 。 在 肿瘤 细胞 中 ,DNA 扩 增 事件 的 发 生 
频率 至 少 比 在 正常 细胞 中 高 上 千 倍 。 一 旦 发 生 基 因 扩 增 ,肿瘤 细胞 就 获得 了 选择 性 生长 
优势 。 实 验证 明 , 癌 基因 常常 是 肿瘤 细胞 中 DNA 扩 增 的 靶 位 点 ,在 各 种 人 类 肿瘤 中 已 发 
现 了 十 几 种 癌 基 因 的 扩 增 。 


9.1.4 ”基因 互 作 与 癌 基 因 表 达 


1. 染色 体 构象 对 原 癌 基 因 表达 的 影响 

基因 表达 不 仅 取决 于 基因 本 身 及 其 相 邻 区 域 的 一 级 结构 ,也 取决 于 其 空间 构象 , 即 基 
因 在 染色 体 上 的 空间 排列 和 染色 质 的 结构 。 当 两 个 基因 相距 太 近 时 ,往往 不 易 形 成 有 利 
于 高 效 转录 的 空间 结构 。 因 此 ,基因 与 基因 之 间 的 间隔 距离 被 定义 为 “基因 领域 ”(gene 
territory)。 同 一 DNA 链 上 两 个 具有 相同 转录 方向 的 基因 间隔 小 于 一 定 长 度 时 ,影响 有 效 
转录 所 必需 的 染色 质 结构 的 形成 ,从 而 使 这 两 个 基因 中 的 一 个 或 两 个 均 不 能 转录 或 转录 
活性 显著 降低 ,产生 所 谓 基 因 和 领域 效应 (gene territorial effect)。 对 大 量 基 因 的 分 析 表 明 , 基 
因 之 间 的 间隔 距离 与 两 个 基因 的 总 长 度 相关 , 当 两 个 基因 的 总 长 度 在 0.3 kb 至 5 kb 之 间 
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时 ,最 佳 间隔 距离 与 两 个 基因 的 总 长 度 成 正 相 关 。 

正常 人 c-myc 定位 于 第 8 号 染色 体 , 在 其 两 侧 分 别 存在 强 表 达 的 基因 ,使 c-myc 处 
于 两 面 受 夹击 的 地 位 。 在 基因 领域 效应 的 影响 下 ,c-myc 转录 受 抑 制 。 在 Burkitt 淋巴 瘤 
中 ,由 于 发 生 基 因 重 排 ,使 c-mye 基因 一 侧 的 强 表达 基因 消失 ,从 而 消除 了 对 c-myce 的 基 
因 领 域 效 应 ,使 后 者 的 转录 活性 增强 。 由 于 c-myc 转录 增强 , 反 过 来 对 另 一 侧 的 基因 产生 
了 基因 领域 效应 ,使 原来 强 表达 的 基因 变 为 不 表达 状态 。 

在 正常 小 鼠 细胞 中 ,ec-mye 的 5 上游 区 域 也 存在 一 个 强 表达 基因 ,其 长 度 约 为 15 kb， 
它 距 c-mye 只 有 3 kb 左右 ,很 显然 ,这 一 间隔 距离 太 短 ,与 基因 有 效 转录 应 有 的 最 小 距离 
相差 其 远 ,此 时 ,c-myc 受 基因 领域 效应 的 影响 非常 大 ,表达 完全 受到 抑制 。 在 小 鼠 乳 腺 
癌 细 胞 中 ,上 述 间 隔 距 离 被 显著 拉 长 ,激活 c-myc 转录 。 

2. 原 癌 基 因 终 产物 对 基因 表达 的 影响 

这 种 影响 包括 某 种 原 癌 基因 产物 对 另 一 种 原 癌 基因 表达 的 调控 作用 ,也 包括 某 种 原 
癌 基 因 产 物 对 自身 表达 的 反馈 调控 作用 两 大 类 。 一 些 原 癌 基 因 的 产物 是 生长 因子 类 . 生 
长 因子 受 体 类 或 激素 受 体 类 物质 ,这 些 物质 作为 细胞 外 信号 或 信息 传递 物质 ,会 对 原 癌 
基因 的 表达 产生 调控 作用 。 癌 基因 产物 通过 介质 传递 生长 刺激 信号 的 部 位 有 3 处 :中 癌 
基因 产物 本 身 模 拟 了 生长 因子 ,因而 与 相应 的 受 体 作 用 ,以 自分 泌 的 方式 刺激 细胞 生长 ; 
回 癌 基 因 产 物 模拟 了 已 结合 配 体 的 生长 因子 受 体 ,从 而 在 无 外 源 生长 因子 时 提供 了 促进 
细胞 分 裂 的 信号 ;@) 癌 基因 产物 作用 于 细胞 内 生长 控制 途径 ,解除 此 途径 对 外 源 刺激 信号 
的 需求 。 人 血小板 衍生 生长 因子 (PDGF) 与 猴 肉 瘤 病 毒 (SSV) 的 v-ras 瘤 基 因 产 物 , 上 皮 
生长 因子 (EGF) 与 Sre 及 v-erb 瘤 基因 产物 之 间 都 存在 着 极 高 的 相似 性 ,表明 生长 因子 与 
癌 基 因 转 化 有 关 。 

3. 抑 癌 基 因 产物 对 原 癌 基因 的 调控 

因为 抑 癌 基因 产物 能 够 抑制 细胞 的 恶性 增殖 ,所 以 它 也 被 认为 是 一 种 隐 性 癌 基 因 。 
当 细 胞 内 由 于 某 种 原因 造成 这 些 基 因 的 表达 受 抑制 时 , 原 癌 基 因 就 活跃 表达 ,引起 细胞 
癌变 。 抑 癌 基 因 与 原 癌 基 因 在 生物 学 上 有 以 下 几 点 差异 :中 在 功能 上 , 抑 癌 基因 在 细胞 
生长 中 起 负 调 控 作用 ,抑制 增殖 ,促进 分 化 .成熟 和 衰老 ,引导 多 余 的 细胞 进入 程序 化 死 
亡 途径 ,而 原 瘤 基 因 的 作用 则 正好 相反 ;四 在 遗传 方式 上 , 原 瘤 基 因 是 显 性 的 ,激活 后 即 
参与 促进 细胞 增殖 和 癌变 过 程 ,而 抑 癌 基因 在 细胞 水 平 上 是 隐 性 的 ,因为 抑 癌 基因 的 两 
个 等 位 基因 中 失去 任何 一 个 都 不 影响 其 抑 癌 功能 ,只 有 两 个 等 位 基因 全 部 失 活 才 能 失去 
抑 癌 功能 ;@ 在 突变 发 生 的 细胞 类 型 上 ,不 仅 体 细胞 中 可 能 发 生 抑 癌 基因 突变 ,生殖 细 
胞 中 也 可 能 发 生 换 况 基因 突变 并 通过 生殖 细胞 得 到 遗传 。 原 癌 基 因 突 变 只 发 生 在 体 细 
胞 中 。 

p53 是 通过 杂 合 缺失 鉴定 的 一 个 抑 癌 基因 ,在 星 形 细胞 癌 、 乳 癌 、 肺 癌 、 肠 癌 及 骨肉 痛 
中 都 有 高 频率 缺失 现象 。 从 癌 细 胞 中 得 到 的 p53 基因 ,其 保守 序列 区 有 单一 位 点 的 突变 ， 
推测 可 能 由 于 这 一 突变 导致 p53 基因 产物 结构 与 功能 的 改变 ,失去 抑 癌 活性 。 另 外 ,在 人 
类 某 些 肿瘤 细胞 中 也 可 观察 到 53 等 位 基因 的 缺失 ,这 种 缺失 同样 影响 了 肿瘤 的 发 生 。 
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p53 这 种 抑 癌 作用 可 能 是 通过 其 蛋白 与 DNA 的 结合 而 实现 的 。 这 种 结合 既 影响 DNA 的 
复制 ,又 影响 基因 的 转录 。Rb 基因 是 从 视网膜 纤维 瘤 中 克隆 到 的 另 一 个 抑 癌 基因 ,其 功 
能 是 阻止 处 于 GyG, 期 的 细胞 进入 S 期 ,从 而 控制 细胞 增殖 。 正 常 Rb 基因 的 表达 几乎 可 
抑制 所 有 培养 细胞 的 分 裂 。 

总 之 ,细胞 的 癌变 绝 非 单一 因素 引起 , 它 可 能 是 显 性 的 癌 基 因 与 隐 性 的 抑 癌 基因 经 过 
多 阶段 的 协同 作用 而 形成 的 。 一 般 说 来 ,在 一 种 肿瘤 中 起 主要 作用 的 几乎 不 可 能 是 两 种 
以 上 的 癌 基 因 , 但 很 可 能 涉及 两 个 以 上 换 癌 基因 的 突变 。 

4. 外 源 信 号 对 原 癌 基 因 表 达 的 影响 

细胞 外 信号 (包括 生长 因子 激素 、 神 经 递 质 、 药 物 等 ) 作 用 于 靶 细 胞 后 ,通过 细胞 
膜 受 体系 统 或 其 他 直接 途径 被 传递 至 细胞 内 ,再 通过 多 种 蛋白 激酶 的 活化 ,对 转录 因 
子 进 行 修饰 ,然后 引发 一 系列 基因 的 转录 激活 时 1。 这 一 过 程 进行 得 很 快 ,通常 在 
几 分 钟 至 几 十 分 钟 内 即 可 完成 。 据 测定 ,在 这 么 短 时 间 内 ,有 70 ~ 80 种 基因 的 转录 被 
激活 ,其 中 包括 众多 的 原 癌 基 因 。 研 究 表明 ,c-fos 基因 的 转录 激活 可 能 是 最 快 .最 显 
著 的 ,信号 刺激 后 几 分 钟 内 即 可 检测 到 c-fos 基因 产物 。 随 后 , 另 一 些 编码 核 蛋 白 的 原 
癌 基 因 如 c-myc、c-myb、c-erbB、c-ets 等 的 转录 也 相继 被 激活 。 这 些 对 细胞 外 信号 反 
应 迅速 的 基因 被 称 为 快速 反应 基因 。 快 速 反应 基因 的 转录 有 两 个 特点 :中 不 受 蛋 白质 
合成 抑制 剂 的 阻 断 ,在 许多 情况 下 ,还 会 因为 蛋白 质 合 成 抑制 剂 抑制 了 不 稳定 蛋白 质 
的 合成 而 使 转录 产物 的 半衰期 显著 延长 ;@ 快 速 反应 基因 的 转录 激活 维持 时 间 很 短 ， 
通常 在 半 小 时 内 完成 ,然后 逐渐 恢复 原状 。 从 这 一 点 看 ,这 类 基因 产物 的 主要 功能 是 
作为 转录 因子 及 调节 因子 去 调节 别 的 基因 表达 ,以 介 导 细胞 外 信号 在 细胞 水 平 上 的 





应 答 
PDGF 受 体 Ras 蛋白 PDGF 
EGF 受 体 (ErbB8) (H-ras) EGF 
MCSF 受 体 (N-ras) Src 蛋白 激酶 M-CSF 


生长 因子 受 体 类 , 具 “GTP 结合 蛋白 ”与 膜 或 细胞 骨架 
有 了 酷 拨 酸 特异 性 守 相 侦 联 的 酷 氮 酸 
白 激酶 活性 特异 蛋白 激 栈 
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~ @& 
细胞 质 酷 氮 酸 蛋 白 激 酶 细胞 质 丝 / 苏 氮 
酸 蛋 白 激 酶 














图 9-11 许多 原 癌 基因 和 参与 细胞 信号 转 导 过 程 
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9.2 人 类 免疫 缺陷 病毒 一 一 HIV 


人 类 免疫 缺陷 病毒 (HIV), 俗 称 艾滋 病 (AIDS) 病 毒 ,诱发 人 类 获得 性 免疫 缺陷 综合 征 。 
该 病毒 在 分 类 上 属 反 转 录 病 毒 科 (Retroviridae) 慢 病 毒 属 中 的 灵 长 类 免疫 缺陷 病毒 亚 属 ， 
过 去 还 有 人 将 其 命名 为 LAV、ARV ,IDAV 和 HTLV3, 现 统一 命名 为 HIV。1983 年 ,法国 巴 
斯 德 研究 所 的 Montaginer 和 美国 国家 卫生 研究 院 瘤 症 研究 所 Gallo 等 人 首次 证 实 HIV 是 
艾滋 病 的 病因 。 该 病 已 在 二 十 多 年 间 席 卷 全 球 ,几乎 没有 一 个 国家 或 地 区 可 以 幸免 。 已 
发 现 人 免疫 缺损 病毒 主要 有 两 种 , 即 HIV-I 和 HIV-T。HIV-I 是 从 欧洲 和 美洲 分 离 的 
毒 株 ,与 猴 艾 滋 病 毒 只 有 约 45% 的 相似 性 , 它 的 致 病 力 很 强 , 是 引起 全 球 艾滋 病 流 行 的 主 
要 病原 。HIV- 工 与 猴 艾滋 病毒 的 相似 性 高 达 75% ,其 毒 力 较 弱 , 引 起 艾滋 病 的 病程 较 长 ， 
症状 较 轻 , 且 主 要 局 限于 西部 非洲 ' 老 1。 有 关 HIV 的 研究 主要 是 针对 HIV- 工 进行 的 。 


表 9-4 反 转 录 病 毒 科 主 要 成 员 


属 名 典型 成 员 
哺乳 动物 C 型 反 转 录 病 毒 属 小 鼠 乳 腺 痢 病 毒 
D 型 反 转 录 病 毒 属 也 白血病 病毒 
请 C 型 反 转录 病毒 属 Mason-Pfizer 净 病 毒 
泡沫 病毒 必 离 白 血 病 病毒 
人 哮 工 麻 巴 细胞 病毒 人 泡沫 病毒 
白血病 毒 属 人 嘻 工 淋巴 细胞 病毒 1 型 
慢 病 毒 属 人 免疫 缺损 病毒 


9.2.1 HIV 病毒 颗粒 的 形态 结构 及 传播 


艾滋 病 病毒 粒子 是 一 种 直径 约 为 100 nm 的 球状 病毒 ,粒子 外 包 被 着 由 两 层 脂 质 组 成 
的 脂 膜 ,这 种 结合 有 许多 糖 蛋 白 分 子 ( 主 要 是 gp41 和 gp120) 的 脂 质 源 于 宿主 细胞 的 外 膜 。 
蛋白 质 p24 和 p18 组 成 其 核心 ,内 有 基因 组 RNA 链 , 链 上 附着 有 反 转 录 酶 ,其 功能 是 催化 
病毒 RNA 的 反 转 录 和 2。 图 9-12 HIV-1 病 





HIV 依靠 血液 .血液 制品 以 及 人 体 守信 pi 
分 泌 液 ,如 精液 和 乳液 等 传播 。 最 近 的 各 NA 及 二 二 由 ， 


CA 是 外 过 蛋白 ,NC 
是 核 衣 壳 蛋白 ,RT 是 
转录 降 。 


研究 发 现 ,艾滋 病 患者 经 长 期 鸡尾酒 疗 
法 治疗 后 ,血液 中 可 能 检测 不 到 艾滋 病 
病毒 ,但 是 眼泪 中 的 病毒 数量 和 新 近 确 
诊 艾 滋 病 人 血液 中 病毒 含量 相差 并 不 
大 ,推测 泪腺 和 泪液 等 成 为 艾滋 病 病 毒 
的 新 "据点 ”, 但 目前 尚 无 眼泪 传播 艾滋 














92 人 类 免疫 缺陷 病毒 一 -HIV 375 


图 9-13 HIV- 1 基 
因 组 结构 及 所 编码 
的 主要 下 白质 

gag 基因 编码 了 由 p55 
前 体 蛋 白 切 割 形成 的 
MA(P17).CA(p24) 和 
NC(p15) 等 4 个 结构 
蛋白 (因为 p15 进 一 
步 被 切割 为 p7 和 p6); 
PR (p10) 是 和 蛋白酶 ， 
IN(p32) 是 整合 酶 ， 
p66 和 p51 是 反 转 录 
酶 ;gp120 和 gp41 是 
主要 外 膜 蛋 白 。 
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病毒 的 临床 病例 。HIV 主要 感染 T4 淋巴 细胞 ,也 可 以 感染 其 他 类 型 如 B 淋巴 细胞 和 单 
形 核 细胞 等 。HIV 感染 后 可 引起 明显 病变 ,形成 多 核 巨 细胞 ,并 导致 细胞 死亡 。HIV 病毒 
可 以 通过 所 感染 细胞 扩散 到 全 身 , 已 在 淋巴 细胞 . 脑 .胸腺 , 脾 等 组 织 发 现 了 该 病毒 。 不 同 
毒 株 在 试管 内 感染 细胞 的 能 力 差异 很 大 ,说 明 自 然 界 广泛 存在 着 突变 株 。 迄 今 为 止 , 尚 缺 
乏 感 染 艾 滋 病 的 动物 模型 。 狸 猩 感染 HIV 后 ,会 产生 抗体 和 暂时 性 T 细 胞 比例 失调 ,但 
并 不 发 展 成 艾滋 病 的 临床 病症 。 


9.2.2 HIV 基因 组 及 其 编码 的 蛋白 


1. HIV 基因 组 结构 

HIV 基因 组 由 两 条 单 链 正 链 RNA 组 成 ,每 个 RNA 基因 组 约 为 9.7 kb。 在 RNA 5' 端 
有 一 帽子 结构 (mG5' GmpNp),3' 端 有 多 (A) 尾 巴 。HIV 的 主要 基因 结构 和 组 织 形式 与 其 
他 反 转 录 病 毒 相同 , 均 由 5' 末端 LTR ,结构 蛋白 编码 区 (gag)、 蛋 白 酶 编码 区 (pro)、 具 有 多 
种 酶 活性 的 蛋白 编码 区 (po), 外 膜 蛋 白 (env) 和 3' 末端 LTR 组 成 。HIV 较 其 他 反 转 录 病 
毒 复杂 ,因为 它 有 较 多 的 调控 基因 。 为 了 最 大 限度 地 利用 有 限 的 基因 ,HIV- I 基因 编码 
区 有 很 多 重生 ,尤其 在 基因 组 的 3' 端 。HIV 基因 组 中 的 部 分 基因 如 Tat 和 Rev 是 不 连续 
的 ,被 插入 的 内 含 子 分 隔 成 两 个 外 显 子 ( 久 -13。HIV- 了 至 少 有 4 个 功能 性 的 剪接 供 体位 
点 和 6 个 受 体位 点 。 
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2. HIV 编码 的 蛋白 质 及 其 主要 功能 

HIV 具有 独特 的 粒子 结构 ,其 结构 蛋白 主要 包括 4 个 基因 。gag 基因 编码 病毒 的 核心 
蛋白 ,翻译 时 先 形 成 一 个 55x 10 的 前 体 蛋 白 (p55), 然 后 在 HIV 蛋白 酶 的 作用 下 被 切割 成 
p17、p24、p15 三 个 蛋白 。p24 和 p17 分 别 组 成 HIV 颗粒 的 外 壳 (CA) 和 内 膜 蛋白 (MA),p15 
进一步 被 切割 成 与 病毒 RNA 结合 的 核 衣 壳 蛋白 (NC) p7 和 p6。pol 基因 编码 病毒 复制 所 需 
的 酶 类 包括 反 转 录 酶 p66、 整 合 酶 p32。 从 pol 和 gag 基因 重合 区 内 起 始 的 一 段 序 列 为 PR 
基因 , 它 编码 蛋白 酶 p10。p10 在 切割 上 述 HIV 蛋白 前 体 产生 成 熟 蛋 白 的 过 程 中 起 主要 作 
用 。env 基因 编码 了 8.8 x 10 的 蛋白 质 , 经 糖 基 化 后 其 相对 分 子 质量 增 至 1.6 x 10 ,是 HIV 
包 膜 糖 蛋 白 gp160 的 前 体 。 该 前 体 蛋 白 在 蛋白 酶 作用 下 被 切割 成 gp120 和 gp41,gp120 暴 
露 于 病毒 包 膜 外 , 称 为 外 膜 蛋白 ,感染 细胞 时 可 与 细胞 的 CD4 受 体 蛋 白 相 结合 ;外 膜 糖 蛋 
白 gp120 与 CD4 结合 后 ,与 G 蛋白 偶 联 受 体 (CPCR) 家 族 中 的 一 个 跨 膜 蛋白 发 生 相 互 作用 。 
gp41 被 称 为 跨 膜 蛋 白 (TM), 典 入 病毒 包 膜 脂 质 中 。 当 gp120 与 CD4 受 体 结合 后 ,其 构象 改 
变 导致 与 gp41 分 离 ,独立 的 gp41 可 插 和 人 细胞膜, 造成 膜 融合 使 病毒 核心 进入 细胞 内 。 最 
新 的 研究 表明 ,这 些 辅助 受 体 对 HIV 的 侵 染 和 致 病 是 非常 重要 的 ,图 9-14 表示 HIV- I 
与 CD4 及 辅助 受 体 CCR4、CCR5 在 感染 小 神经 胶 质 细 胞 和 巨 叭 细胞 时 发 生 相 互 作用 的 情 
况 。 表 9-5 是 已 经 发 现 的 辅助 受 体 , 表 9-6 则 系统 介绍 了 HIV 编码 的 主要 蛋白 及 其 功能 。 
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图 9-14 HIV-1 感 
染 小 神经 质 细 胞 和 
巨 哄 细 胞 过 程 中 信 
号 转 导 及 与 其 受 体 
CD4 和 辅助 受 体 相 
下 作用 示意 图 
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表 9-5 HIV-T .HIV-I 和 SITV 的 铺 助 受 体 及 表达 模式 分 析 


辅助 受 体 病 过 
CCRI HIV—J 
CCR2b HIV-1,HCV- I SIV 
CCR3 HIV-1,HiVv—1l 
CCR4 HIV- 本 
CCR5 HIV-—1,HIV- [ ,SIV 
CCR8 HIV-— 1 ,HIV-— [1 ,SIV 
CCR9 HIV- 1 
CxCR2 HIV- I 
CxCR4 HIV- 1 ,HIV- [1 ,SIV 
CxCR5 HIV—[ 
ROC1 HIV—1,HIV-— 1,SIV 


表 9-6 HIV 编码 的 主要 蛋白 及 其 功能 
基因 产物 


细胞 类 型 或 组 织 
活化 的 体 纲 胞 , 单 核 细胞 、 树 突 状 细胞 
单 核 细胞 T 细胞 
哮 旧 红细胞 . 树 突 状 细胞 .TH2 
TH2 . 脑 
活化 的 工 细胞 . 单 核 细胞 . 树 突 状 细胞 
TH2 、 脑 腺 细胞 , 脑 
淋巴 细胞 \ 脑 、 胎 外 
中 性 粒 细胞 , 脑 
淋巴 细胞 , 单 核 细 胞 、 脑 
B 细胞 
淋巴 细胞 、 脑 


功 能 





Gag 


Tat(Tat-3 ,Ta) 
Rev(Arrt.Trs) 
Vif(Sor,A.P'.Q) 
Vpr(R) 

Vpu 
Nef(3'ORF .BE,F) 


3. HIV 膜 蛋 白 主要 功能 区 


HIV- 工 中 的 gp160 由 845 ~ 870 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,在 第 511 位 被 蛋白 酶 切割 后 产 
生 gp120 和 即 41, 其 氨基 末端 与 其 他 分 子 以 非 共 价 键 形 式 结合 。gp120 有 24 个 糖 基 化 位 
点 , 糖 基 化 是 gp120 与 CD4 受 体 结合 所 必需 的 。 已 通过 重组 和 突变 实验 定位 了 gp120 蛋 


白 的 多 个 功能 区 , 简 述 如 下 。 


(1) 主要 抗原 决定 艇 ”包括 V3 区 (第 301 ~ 324 位 的 环 状 肽 段 ) 的 主要 抗原 决定 簇 及 


多 种 杉 功 能 


RNA 沉默 抑制 因子 ,转录 激活 子 

调控 RNA 前 切 和 运输 ,与 RRE 结合 增加 cnv 的 翻 详 

侵 染 因子 ,病毒 在 巨 鸣 细 胞 扩散 所 必需 

增加 病毒 复制 

辅助 病毒 组 装 和 释放 ,以 及 gp160/CD4 复合 体 的 解 罕 

形成 同 源 二 聚 体 ,引起 多 效应 性 的 影响 ,如 负 调 控 CD4 


若干 个 较 弱 的 决定 簇 ,其 中 有 两 个 分 别 位 于 gp41 的 616 ~ 632 位 和 724 ~ 751 位 。 


(2) T 细胞 决定 往 ” 两 个 辅助 性 T 细 胞 决定 簇 T2 和 Tl 分别 在 105~117 位 的 Cl 区 
和 421 ~ 436 位 的 C4 区 ,一 个 主要 细胞 毒 了 细胞 决定 复位 于 第 308 ~ 322 位 ,与 V3 区 有 


部 分 重合 。 男 有 3 个 较 弱 的 细胞 毒 T 细胞 决定 簇 在 gp41 上 。 


(3) CD4 受 体 结合 区 该 区 位 于 423 ~ 427 位 (C4 区 )。 在 上 述 功 能 区 以 外 的 某 些 氨 
基 酸 突变 也 能 影响 gp120 的 功能 ,说 明 上 述 各 功能 区 发 挥 作用 还 依赖 于 整个 分 子 特定 的 


空间 构象 。 
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9.2.3 HIV 的 复制 


HIV 通过 病毒 膜 蛋 白 gp120 与 细胞 表面 的 CD4 受 体 蛋 白 结合 , 侵 染 人 体 的 了 淋巴 细 
胞 及 巨 只 细胞 。CD4 分 子 含有 两 个 免疫 球 蛋白 结构 域 , 它 在 人 体内 所 结合 的 正常 配 体 是 
中 型 MHC 抗原 。HIV 与 受 体 结合 后 ,病毒 核心 蛋白 和 两 条 RNA 链 进 入 细胞 ' 骨 ?45 。 反 
转录 酶 以 病毒 RNA 为 模板 合成 单 链 DNA ,并 由 宿主 细胞 DNA 聚合 酶 合成 双 链 DNA ( 原 
病毒 ), 经 环 化 后 进入 细胞 核 并 整合 到 染色 体 上 ,病毒 核酸 随 细胞 的 分 裂 而 传 至 子 代 细胞 ， 
可 长 期 潜伏 。 主 要 过 程 如 下 :@ 原 病毒 整合 到 宿主 染色 体 上 ,无 症状 ;名 原 病毒 利用 宿主 
细胞 的 转录 和 合成 系统 转录 产生 病毒 mRNA ,其 中 一 部 分 编码 病毒 蛋白 ,与 基因 组 RNA 
组 装 成 新 的 病毒 颗粒 ,从 宿主 细胞 中 释放 出 来 侵 染 其 他 健康 细胞 ;@ 宿 主 细胞 瓦解 死亡 。 





| HIV 病毒 粒子 














对 HIV- 了 编码 的 RNA 酶 H 和 反 转 录 酶 的 X 射线 衍射 晶体 结构 分 析 发 现 ,合成 前 病 
毒 第 一 条 DNA 链 的 过 程 中 没有 宿主 细胞 DNA 酶 的 参与 ,完全 由 HIV- I 反 转 录 酶 完成 。 
该 酶 由 两 个 N 端 完 全 一 致 的 亚 单位 (p66 和 p51) 组 成 ,具有 DNA 聚合 酶 活性 ,其 N 端 功 
能 区 以 病毒 RNA 为 模板 催化 合成 互补 DNA 链 。 此 外 ,p66 的 C 端 功 能 区 还 能 在 p51 亚 
基 的 协同 作用 下 降解 病毒 模板 RNA 链 。 

HIV 的 转录 从 基因 组 5' 端 LTR 起 始 , 先 形成 一 条 长 链 RNA 并 迅速 切割 成 短 mRNA 
分 子 , 用 于 指导 合成 HIV 调控 蛋白 ,但 不 翻译 结构 蛋白 。 当 调控 蛋白 Rev 达到 一 定 阐 值 
后 ,转录 由 早期 向 晚期 变换 。 此 时 , 主要 是 转录 长 链 mRNA 并 指导 合成 结构 蛋白 ,组 装 成 
完整 的 病毒 颗粒 。 HIV 复制 过 程 的 这 种 复杂 调控 机 制 使 HIV 感染 细胞 后 产生 不 同 的 结果 。 
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图 9-15 HIV-I 在 
人 体 细胞 内 的 复制 
和 侵 染 过 程 示意 图 
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图 9-16 HIV 基因 
组 LTR 区 中 的 DNA 
和 RNA 结合 蛋白 的 
作用 位 点 
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在 复制 和 表达 量 非常 高 的 情况 下 可 立即 杀 死 细胞 , 低 水 平复 制 和 表达 时 仅 造 成 细胞 功能 
失常 ,而 不 复制 .不 表达 时 病毒 基因 组 以 DNA 形式 与 染色 体 整合 ,与 宿主 长 期 共存 。 这 就 
是 艾滋 病 在 临床 上 的 潜伏 期 长 短 不 一 .病程 快慢 不 一 的 主要 原因 。HIV 前 病毒 整合 是 随 
机 的 ,并 不 要 求 特定 的 DNA 序列 ,因而 可 以 整合 到 染色 体 上 的 任何 部 位 。 


9.2.4 ”HIV 基因 表达 调控 


与 大 多 数 反 转 录 病 毒 相 比 ,HIV 的 最 大 特点 就 是 含有 许多 调控 基因 。 这 些 基 因 编 码 
相应 的 调控 蛋白 ,它们 在 病毒 RNA 的 转录 .转录 后 加 工 , 蛋 白质 翻译 .包装 以 及 病毒 颗粒 
的 释放 等 各 个 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 在 这 些 过 程 中 , 除 HIV 自身 的 调控 蛋白 外 ,还 有 许 
多 宿主 细胞 的 调控 蛋白 参与 。 因 此 ,HIV 复制 的 调控 是 一 个 十 分 复杂 的 系统 。 

1. LTR 序列 

LTR 位 于 HIV 基因 组 两 端 ,其 序列 是 高 度 保守 的 ,在 HIV-1 与 HIV- 卫 及 SIV 之 间 
的 保守 性 高 达 95% 以 上 。LTR 5' 端 含有 HIV 基因 调控 所 必需 的 多 个 特定 调控 区 ( 真 核 类 
增强 子 和 启动 子 单位 ), 现 已 根据 各 区 调控 功能 的 异同 分 为 调控 单位 ,核心 单位 和 反 式 激 
活 效应 元 件 单位 ,并 在 LTR 中 发 现 了 许多 细胞 转录 因子 结合 位 点 时 -19)。 
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(1) 核心 调控 元 件 ”该 元 件 从 LTR 起 始 延 伸 到 -78 位 核 苷 酸 ,至 少 包含 6 个 可 与 细 
胞 转录 调控 因子 结合 的 区 域 , 这 些 转录 因子 及 其 在 LTR 的 结合 部 位 分 别 是 : 鸡 卵 蛋白 转 
录 因 子 (COUP-TF) 结合 于 LTR 的 -371 ~ -334 位 ,激活 蛋白 1(activator protein 1,AP1) 
结合 于 LTR 的 -347 ~ -329 位 。 激 活 T 细 胞 核 因 子 (NFAT) 在 LTR 有 两 个 结合 位 点 ， 
分 别 在 -292 ~ -255 位 和 -216 ~ -203 位 。 上 游 激活 因子 (USF) 结合 于 -173 ~ -160 位 ， 
T 细 胞 因子 -lo(TCF-1la) 结合 于 -139 ~ -124 位 , 核 因 子 kB(NF-kB) 结合 于 -104 ~ -81 
位 。 除 COUP-TF 和 USF 对 HIV 的 转录 起 负 调 控 作用 外 ,其 余 均 为 正 调控 因子 。 在 几 
种 DNA 结合 蛋白 中 ,AP1 是 由 含 亮 氨 酸 拉链 结构 的 c-Jun 和 c-Fos 家 族 成 员 组 成 的 二 
聚 体 。COUP-TF 家 族 中 的 低 相 对 分 子 质量 蛋白 质 含有 锌 指 结构 ,USF 为 螺旋 - 环 - 螺 
旋 结 构 ,TCF-1la 含有 高 速 泳 动 族 基 序 (HMC motif), 而 NF-KB 则 含有 锌 指 结构 及 锚 定 蛋 
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白 重复 序列 ,该 蛋白 的 结合 位 点 也 称 为 增强 子 区 ,由 间隔 3 ~ 4 个 核 苷 酸 的 两 个 10 bp 的 
GGGACTTTCC 序 列 组 成 ,负责 调控 HIV 基因 在 多 种 细胞 特别 是 T 淋 巴 细胞 中 的 高 效 表达 。 
类 似 的 序列 在 其 他 病毒 如 SV40 巨细 胞 病毒 及 白细胞 介 素 -2 受 体 、B- 干扰 素 等 基因 的 
特异 性 和 诱导 型 表达 过 程 中 都 发 挥 了 重要 的 调控 作用 。 

(2) 核心 转录 单位 HIV-I LTR 核心 转录 单位 的 结构 与 其 他 病毒 或 细胞 启动 子 的 转 
录 起 始 区 相似 ,有 TATA 区 和 SP1 结合 位 点 。 这 些 序 列 对 转录 的 激活 具有 重要 作用 ,一旦 
缺失 将 使 LTR 失去 启动 子 活 性 。 

在 核心 转录 单位 -78 ~ -46 位 点 的 富 含 GC 区 有 3 个 连续 的 SP1 结合 位 点 。SP1 和 蛋 
白 含 有 DNA 结合 结构 和 两 个 富 含 谷 氨 酰胺 的 结构 域 , 可 形成 二 聚 或 三 聚 体 。 当 3 分 子 
SP1 与 LTR 结合 后 ,由 于 彼此 间 以 及 SP1 与 周围 蛋白 的 相互 作用 改变 了 DNA 的 空间 结构 ， 
诱导 了 依赖 于 DNA 的 蛋白 激酶 对 SP1 的 磷酸 化 作用 ,激活 HIV- 工 基因 转录 。HIV-I 
LTR 的 -28 ~ -24 位 含有 TATA 元 件 , 其 两 侧 还 有 一 个 CAXXTG 的 同 向 重复 序列 ,该 重复 
序列 可 能 是 转录 因子 螺旋 - 环 - 螺旋 DNA 结合 蛋白 的 识别 位 点 。 

(3) 反 式 激活 因子 应 答 元 件 在 HIV 基因 组 +1 ~ +60 位 的 核 背 酸 序列 是 反 式 激活 因 
子 (Tat) 激 活 HIV- 工 转录 所 必需 的 , 称 为 反 式 激活 应 答 元 件 (TAR)。 该 序列 存在 于 HIV 
基因 组 RNA 和 原 病毒 DNA 上 ,是 HIV 复制 所 不 可 缺少 的 重要 调控 位 点 。 

最 近 的 研究 发 现 ,TAR 可 以 产生 一 个 miRNA, 通 过 降低 细胞 凋 亡 通路 下 游 基 因 
ERCCI1 和 严 R3 表达 ,阻止 细胞 凋 亡 ,以 利于 病毒 的 复制 。 另 外 ,还 在 TAR 元 件 中 发 现 
Psi 元 件 ,Gag 和 Rev 蛋白 可 以 识别 该 元 件 进行 病毒 基因 组 和 结构 蛋白 的 组 装 。 

2. 参与 HIV 复制 的 调控 蛋白 

(1) Tat 蛋白 “该 蛋白 是 一 个 转录 激活 因子 ,在 HIV-I、HIV- 工 和 SIV 中 高 度 保守 ， 
是 病毒 复制 所 必需 的 。HIV- 1 的 tat 基因 与 enr 编码 区 有 部 分 重 释 , 它 含有 两 个 外 显 子 ， 
编码 了 由 101 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 Tat 蛋白 。 第 一 个 外 显 子 所 编码 的 67 个 氨基 酸 组 成 
的 多 肽 同样 具有 反 式 激活 作用 ' 鲜 "7)。Tat 蛋白 有 3 个 功能 域 ,第 一 个 是 与 其 他 已 知 转录 
调控 蛋白 激活 功能 区 结构 基本 一 致 的 酸性 氨基 酸 区 ,与 Tat 激活 HIV- [基因 表达 有 关 。 
第 二 个 功能 区 富 含 Cys, 在 其 16 个 氨基 酸 残 基 中 就 有 7 个 Cys, 可 与 二 价 金 属 离子 结合 并 
形成 Tat 二 聚 体 。 在 这 7 个 Cys 中 有 6 个 是 维持 Tat 活性 所 必需 的 ,替代 其 中 的 任意 一 个 
均 可 使 Tat 失 活 却 不 影响 Tat 与 金属 离子 的 结合 。 该 肽 段 能 与 相对 分 子 质量 为 3.0 x 107 
的 宿主 细胞 核 蛋白 相 结合 。 
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Tat 的 第 三 个 功能 区 由 一 组 带 正 电 的 碱 性 氨基 酸 残 基 构成 ,行使 两 个 主要 功能 。 一 个 
是 +48 ~ +52 位 的 GRKKR 序列 ,是 核 - 核 仁 定位 信号 ,可 介 导 自身 或 异种 蛋白 进入 细胞 
核 。 若 将 此 肽 段 与 p- 半 乳 糖苷 酶 融合 即 可 使 后 者 在 核 内 聚集 。 该 肽 段 第 二 个 功能 是 与 
TAR RNA 凸 出 部 的 特异 性 结合 ,通过 Tat 第 52 和 第 53 位 Arg 残 基 与 后 者 的 磷酸 基 团 相 
互 作 用 得 以 实现 。 

(2) Tat 与 TAR 对 HIV 复制 的 协同 调控 作用 ”实验 表明 ,Tat 和 TAR 结合 并 不 能 有 效 
地 激活 HIV 基因 表达 ,还 依赖 于 如 下 因素 : 

QOD TAR 序列 及 完整 高 级 结构 的 影响 。Tat 虽 能 结合 环 区 有 突变 的 TAR 蛋白 ,但 此 时 
不 能 激活 HIV 的 表达 。 

四 宿主 细胞 因子 协同 作用 的 影响 。 在 不 同 细胞 内 ,Tat 的 活性 可 有 上 千 倍 的 差异 。 
在 人 鼠 杂 交 细 胞 中 ,只 有 在 保持 人 第 12 号 染色 体 的 杂交 瘤 细 胞 中 ,Tat 才能 有 效 地 激活 
HIV- 工 转录 。 研 究 发 现 ,Tat 与 TBP 结合 形成 复合 体 而 发 挥 作用 ,说 明 Tat 与 TAR 对 
HIV 复制 的 调控 还 需 宿主 细胞 编码 蛋白 的 协同 作用 。 

@ 对 上 游 启 动 子 和 增强 子 的 依赖 。Tat-TAR 功能 的 发 挥 依赖 于 其 上 游 的 启动 子 及 增 
强 子 , 当 TAR 远离 其 上 游 启动 子 时 , 它 的 活性 迅速 下 降 。 而 且 , 这 种 依赖 作用 对 非 激活 细 
胞 和 Tat 激活 细胞 的 表现 是 不 一 样 的 ,增强 子 SP1 序列 在 Tat 诱导 细胞 中 对 HIV 转录 的 
促进 作用 远 远大 于 非 激活 细胞 ,去 除 SP1 序列 甚至 可 提高 非 激活 细胞 中 HIV 的 转录 。 而 
NF-kB 序列 在 对 两 种 细胞 的 作用 正好 与 SP1 相反 。TATA 启动 子 序列 的 改变 对 未 激活 细 
胞 影响 很 小 , 却 可 明显 降低 HIV 在 Tat 诱导 细胞 中 的 复制 。 

研究 认为 ,Ta 的 主要 作用 可 能 是 促进 RNA 聚合 了 [转录 起 始 复合 物 的 组 装 , 因 为 在 没 
有 Tat 蛋白 存在 的 情况 下 ,转录 起 始 位 点 附近 的 顺 式 作 用 元 件 虽然 也 指导 转录 复合 物 的 
形成 ,但 其 延伸 效率 较 低 ,只 能 转录 出 许多 很 短 的 产物 。 加 入 Tat 蛋白 后 , 短 链 RNA 转录 
产物 浓度 迅速 下 降 ,取而代之 的 是 长 链 RNA。 

最 新 的 研究 表明 ,Tat 蛋白 是 一 个 RNA 沉默 抑制 因子 。 缺 失 突变 和 点 突变 结果 表明 ， 
抑制 RNA 沉默 功能 区 位 于 该 蛋白 的 38 ~ 72 位 残 基 , 且 这 段 区 域 不 具有 转录 激活 功能 ,说 
明 Tat 蛋白 的 转录 激活 功能 和 RNA 沉默 抑制 功能 分 开 的 。HIV- 和 五 也 编码 一 个 称 为 
Tax 的 异 源 转录 激活 因子 , 它 的 主要 作用 是 通过 宿主 细胞 中 的 转录 因子 与 LTR 中 的 顺 式 
作用 元 件 结合 ,从 而 调控 基因 转录 。 

(3) Rev 蛋白 rer 基因 由 两 个 外 显 子 组 成 ,分 别 编码 25 个 氨基 酸 和 91 个 氨基 酸 的 
两 个 肽 段 ,最 终 组 装 成 有 116 个 氨基 酸 .相对 分 子 质量 为 1.9 x 10 的 调控 结构 蛋白 表达 活 
性 的 Rev 蛋白 ' 针 ”1W。 它 是 一 个 重要 的 反 式 激活 因子 ,调控 RNA 剪 切 和 运输 ,与 RRE 结 
合 增加 env 的 翻译 。 对 HIV 的 许多 调控 蛋白 编码 基因 有 负 调 控 作用 ,而 对 其 结构 蛋白 基 
因 有 正 调控 作用 。Rev 蛋白 的 上 述 作 用 是 通过 与 env 和 gag/pol mRNA 上 的 一 段 234 个 核 
苷 酸 的 Rev 效应 元 件 相互 作用 实现 的 ,是 HIV- I 特异 的 。 它 的 主要 功能 是 增加 细胞 质 基 
质 中 未 经 编辑 的 基因 组 全 长 转录 产物 ,增加 含有 Rev 效应 原件 RNA 的 稳定 性 ,并 促进 它 
们 向 细胞 质 基 质 转运 。Rerv 蛋白 还 通过 阻碍 剪接 子 的 组 装 来 抑制 RNA 的 编辑 ,增加 这 些 
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mRNA 的 翻译 ,从 而 促进 HIV 基因 表达 由 早期 (转录 调控 蛋白 mRNA) 向 晚期 (转录 HIV 
结构 蛋白 mRNA) 的 转变 。 在 rev 基因 缺陷 型 HIV 前 病毒 中 , 仅 有 早期 基因 表达 。 只 有 加 
入 Rev 蛋白 后 ,晚期 基因 才 开 始 转录 。Rev 蛋白 还 在 结构 蛋白 mRNA 进入 细胞 质 基 质 的 
过 程 中 发 挥 作 用 。 

已 经 证 实 ,Rev 蛋白 和 RRE (Rev response element) 的 结合 是 通过 Rev 蛋白 中 富 含 碱 
性 氨基 酸 的 一 段 14 肽 (EGTRQARNRRRRWR) 与 RRE 二 级 结构 IT B 茎 区 特异 性 结合 
现 的 时 1%。 第 一 个 Rev 蛋白 与 RRE 的 结合 有 助 于 其 他 Rev 蛋白 的 结合 ,这 些 蛋 白 不 是 
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图 9-18 Rev 蛋白 
的 结构 示意 图 


图 9-19 Rev 蛋白 
与 RRE 区 的 结合 
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图 9-20 Tat、Rev 
和 Nef 对 HIV 基因 
表达 的 影响 分 析 
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功能 的 实现 依赖 于 它 向 核 内 的 运转 ， et ai Rev 蛋白 的 核定 位 信号 功能 区 完 
成 的 。 宿 主 细胞 蛋白 可 结合 到 Rev 和 蛋白 近 C 端的 功能 区 ,协助 加 工 和 转运 HIV mRNA。 

(4) Nef 蛋白 ”一般 认为 ,Nef 蛋白 是 一 个 负 调控 因子 和 磷酸 化 蛋白 ,相对 分 子 质 量 为 
2.7x 10', 它 不 是 HIV 复制 所 必需 的 ,但 可 抑制 由 HIV LTR 特异 性 转录 的 HIV- I 前 病毒 
基因 的 表达 。 研 究 发 现 , 烷 基 化 后 定位 于 细胞 膜 上 的 Nef 蛋白 比 未 烷 基 化 并 弥散 于 细胞 
核 及 细胞 质 基 质 内 的 Nef 蛋白 抑制 HIV- 1 基因 表达 的 效率 高 10 倍 ,推测 Nef 可 能 是 通 
过 膜 细胞 信使 分 子 获得 对 HIV LTR 的 调控 作用 。Nef 的 存在 可 提高 和 维持 HIV 在 体内 的 
含量 ,并 在 HIV 病理 过 程 中 起 作用 ,此 外 ,Nef 蛋 白 形成 同 源 二 聚 体 ,引起 多 效应 性 的 影响 ， 
如 负 调 控 CD4、MHCIT 以 及 MHC 了。 

(5) Vpr 蛋白 ”该 蛋白 又 称病 毒 R 蛋白 ,由 96 个 氨基 酸 组 成 , 它 不 是 HIV 复制 所 必 
需 的 ,但 存在 于 病毒 颗粒 中 。 含 有 vpr 基因 的 HIV 毒 株 与 无 vpr 基因 的 HIV 毒 株 相 比 ,前 
者 在 细胞 中 生长 较 快 ,引发 细胞 病变 也 较 强 。 无 vpr 基因 的 HIV- 工 不 能 在 巨 噬 细 胞 中 繁 
殖 。Vpr 蛋白 可 作用 于 HIV-1 的 LTR 区 ,使 它 所 调控 的 HIV 复制 速度 提高 2~3 倍 ,说 
明 Vpr 在 病毒 早期 侵 染 中 有 作用 。 

(6) Vpu 蛋白 ”这 个 蛋白 是 HIV- 工 特有 的 ,其 他 灵 长 类 动物 免疫 缺损 病毒 以 及 
HIV-I 和 SIV 均 无 此 基因 。 它 编码 由 81 个 氨基 酸 组 成 的 磷酸 化 蛋白 , 称 为 病毒 U 蛋白 ， 
主要 存在 于 细胞 膜 中 。vpu 基因 的 翻译 受 Rev 调控 ,HIV 复制 时 并 不 需要 vpu 基因 的 表达 ， 
但 车 缺失 vpu 基因 可 使 感染 性 病毒 粒子 的 产量 降低 5 ~ 10 倍 ,大 大 减少 了 病毒 颗粒 在 细 
胞 膜 上 的 释放 。 据 此 ,人 们 推测 Vpu 蛋白 可 能 促进 HIV- I 病毒 粒子 的 组 装 .成 熟 和 释放 。 
此 外 ,Vpu 蛋白 有 助 于 gp160/CD4 复合 体 的 解 聚 。 

(7) Vif 蛋白 ”该 蛋白 是 相对 分 子 质量 为 2.3 x 10' 的 病毒 感染 性 因子 ,是 HIV- 荆 侵 染 
所 必需 的 。 缺 失 vif 基因 的 HIV- 工 虽 然 仍 在 细胞 内 正常 复制 并 产生 病毒 粒子 ,但 这 些 粒子 
的 侵 染 性 不 及 野生 HIV- 1 病毒 粒子 的 1 000。Vif 蛋白 是 病毒 在 巨 噬 细 胞 扩散 所 必需 的 。 

HIV 基因 组 不 到 10 kb, 起 调控 作用 序列 不 超过 基因 组 总 长 度 的 10, 但 是 它 的 调控 是 
非常 复杂 的 ,参与 调控 作用 的 病毒 自主 编码 的 调控 因子 包括 Tat ,Rev .Vif、Vpr、Vpu 及 Nef 等 ， 
还 有 宿主 细胞 调控 因子 参与 。 这 些 因 子 与 因子 之 间 , 因 子 与 顺 式 元 件 之 间 的 相互 作用 保持 
了 HIV 基因 表达 的 动态 平衡 。 图 9-20 揭 示 了 Tat ,Rev 和 Nef 对 HIV 基因 表达 的 综合 性 影响 。 
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9.2.5_HIV 的 感染 及 致 病 机 理 


HIV 初次 感染 人 体 后 ,立即 大 量 复制 和 扩散 ,此 时 ,感染 者 血清 中 出 现 HIV 抗原 ,从 
外 周 血 细胞 . 脑 脊 液 和 骨 艇 细胞 中 均 能 分 离 出 HIV。 这 是 HIV 原 发 感染 的 急性 期 。70%p 
以 上 的 原 发 感染 者 在 感染 后 2 ~ 4 周 内 出 现 急 性 感染 症状 ,包括 发 热 .咽炎 ,淋巴 结 肿 大 、 
关节 痛 .中 枢 及 外 周 神经 系统 病变 ,皮肤 斑 丘 疹 .黏膜 溃疡 等 ,持续 1~2 周 后 进入 HIV 感 
染 的 无 症状 潜伏 期 。 在 这 个 时 期 感染 者 无 任何 临床 症状 ,外 周 血 中 HIV 抗原 含量 很 低 甚 
至 检测 不 到 。 但 随感 染 时 间 的 延长 ,HIV 重新 开始 大 量 复 制 并 造成 免疫 系统 损伤 。 临 床 
上 病人 感染 逐步 发 展 到 持续 性 全 身 性 淋巴 腺 病 (PGL), 艾 滋 病 相关 综合 征 (APC) 等 ,直至 
发 展 到 艾滋 病 。 

在 HIV 自然 感染 过 程 中 ,机 体 可 产生 高 滴 度 的 抗 HIV 多 种 蛋白 的 抗体 ,主要 是 细胞 
类 型 特异 性 的 中 和 抗体 ,其 主要 作用 是 在 急性 感染 期 降低 血清 中 的 病毒 含量 或 部 分 清除 
病毒 。HIV 的 感染 也 刺激 机 体 产生 细胞 免疫 应 答 ,对 于 杀伤 HIV 感染 的 细胞 ,阻止 HIV 
经 细胞 接触 而 扩散 等 可 能 发 挥 重要 作用 ,还 能 协助 清除 急性 感染 期 HIV 感染 灶 和 HIV 感 
染 早 期 的 少量 有 HIV 复制 的 细胞 。 

尽管 感染 者 具有 对 带 有 HIV 的 细胞 和 体液 的 免疫 反应 ,但 在 大 多 数 情况 下 机 体 的 免 
疫 力 不 足 以 清除 所 有 的 HIV ,所 以 ,一 经 HIV 感染 便 终 生 携 带 病毒 , 随 着 时 间 延 续 ,发 病 
的 可 能 性 也 逐渐 增加 。 与 一 般 病毒 感染 不 同 ,HIV 感染 的 潜伏 期 可 达 数 年 , 远 远 超过 急性 
病毒 感染 ,而 发 病 率 又 远 高 于 慢性 和 持续 性 病毒 感染 ,感染 后 7~ 8 年 内 已 有 半数 的 感染 
者 发 病 。 产 毒性 HIV 感染 的 最 终结 果 是 产生 大 量 病 毒 颗粒 ,造成 感染 细胞 死亡 。 这 是 反 
转录 病毒 科 慢 病毒 亚 科 病毒 的 特征 。HIV 除 在 细胞 内 大 量 繁 殖 造 成 细胞 死亡 外 ,还 可 通 
过 以 下 几 种 途径 导致 免疫 功能 下 降 :中 HIV 粒子 表面 的 gp120 蛋白 脱落 ,与 正常 细胞 膜 
上 CD4 受 体 结 合 ,使 该 细胞 被 免疫 系统 误 认为 病毒 感染 细胞 而 遭 杀 灭 ;@ 因 了 细胞 CD4 
受 体 被 gp120 封闭 ,影响 了 其 免疫 辅助 功能 ;GB) HIV 的 gp120 蛋白 可 刺激 机 体 产生 抗 CD4 
结合 部 位 的 特异 性 抗体 , 阻 断 T 细 胞 功能 ;@ 由 带 有 病毒 包 膜 蛋白 的 细胞 可 与 其 他 细胞 融合 
形成 多 核 巨细 胞 而 丧失 功能 。 

研究 还 发 现 ,HIV 除去 主要 感染 富 含 CD4 蛋白 的 T 细 胞 外 ,还 可 感染 只 带 少 量 CD4 
蛋白 或 无 此 受 体 蛋白 的 细胞 ,包括 B 细胞 . 巨 噬 细 胞 , 树 突 状 细胞 . 朗 格 汉 斯 细胞 . 肠 上 皮 
细胞 、 脑 内 的 星 形 细 胞 和 小 神经 胶 质 细胞 以 及 毛细 血管 内 皮 细胞 等 。HIV 可 侵 染 巨星 细 
胞 并 随 该 细胞 游 走 至 体内 许多 组 织 细胞 组 织 或 脏 器 。HIV 还 可 侵 染 脑 和 肠 细胞 ,因此 , 艾 
滋 病 患者 的 中 枢 神 经 系统 常常 发 生病 变 , 并 伴 有 腹泻 等 症状 。 

尽管 HIV 有 上 述 导 致 细胞 病变 的 作用 ,但 还 不 足以 解释 HIV 感染 所 造成 的 免疫 系统 
进行 性 损伤 直至 崩溃 的 严重 病症 。 因 为 即使 是 艾滋 病人 ,其 外 周 血 淋巴 细胞 中 也 仅 有 极 
少数 的 细胞 被 HIV 感染 。 最 近 有 研究 报道 , 鼠 反 转录 病毒 和 鼠 免 疫 缺 陷 病毒 感染 的 小 鼠 
中 病毒 基因 编码 一 种 超 抗原 ,可 导致 小 鼠 体 内 特定 的 T 细胞 亚 群 的 消失 和 免疫 缺损 的 发 
生 , 暗 示 艾 滋 病 人 中 也 可 能 存在 HIV 编码 的 超级 抗原 ,这 可 能 是 导致 特定 T 细 胞 亚 群 缺 
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图 9-21 核 苷 酸 型 
和 非 核 荐 酸 型 反 转 
录 酶 抑制 剂 的 作用 
机 制 分 析 


(a) 核 背 酸 型 反 转 录 栈 
抑制 剂 ,由 于 它 在 结构 
上 与 脱氧 核 苷 破 的 相 
似 性 , 摊 入 后 使 病毒 
DNA 的 合成 不 能 进 
行 ; (b) 非 核 苷 酸 型 反 
转录 酶 抑制 剂 ,与 反 转 
录 酶 由 结合 ,通过 限制 
该 酶 的 移动 性 而 影响 
它 的 活性 。 
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失 的 原因 。 这 些 特定 了 细胞 亚 群 的 缺失 造成 机 体 的 免疫 防御 网 中 出 现 了 一 些 漏 洞 ,其 结 
果 使 机 体 对 某 些 致 病 微生物 处 于 无 反应 状态 。 这 种 免疫 病理 机 制 可 以 解释 艾滋 病人 既 出 
现 了 严重 的 免疫 系统 缺陷 ,病人 血液 中 却 只 有 极 少 部 分 淋巴 细胞 带 有 HIV 这 种 十 分 矛盾 
的 现象 。 


9.2.6 艾滋病 的 治疗 及 预防 


迄今 为 止 ,虽然 对 艾滋 病 的 研究 受到 了 高 度 重视 , 仍 无 任何 药物 可 以 完全 抑制 
HIV 在 感染 者 体内 的 增殖 并 彻底 治愈 艾滋 病 。 目 前 ,已 批准 的 抗 HIV 病毒 药物 主要 
有 以 下 几 类 ! 才 97)。 图 9-21 是 核 苷 酸 型 和 非 核 苷 酸 型 反 转 录 酶 抑制 HIV 病毒 的 作用 
机 制 。 


表 9-7 已 被 批准 的 抗 HIV 药物 





核 背 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 非 核 背 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 蛋白 酶 抑制 剂 
abacavir (ABC) efavirenz amprenavir 
stavudine(d4T) nevirapine indinavir 
didanosine ( ddl) delavirdine lopinavir 
zalcitabine (ddc) nelfinavir 

lamivudine (3Tc) ritonavir 
zidovudine (AZT) saquinavir 
人 Es 国 
(a) RNA 酶 H RNA 栈 H 





反 转 录 酶 合成 DNA 链 


转录 二 殷 枯 一 
(b) 


抑制 剂 与 反 转 录 酶 
结合 使 其 变性 a 
© : 


非 核 苷 酸 型 反 
转录 酶 抑制 剂 





反 转 录 酶 不 能 合成 
相应 的 DNA 分子 











最 近 的 临床 研究 发 现 ,将 CCR5 受 体 自然 突变 体 人 的 血液 作为 供 体 , 输 给 在 遗传 等 
多 个 方面 与 供 体 相配 的 艾滋 病 患者 ,20 个 月 后 ,接受 输血 的 艾滋 病 患者 在 没有 任何 抗 
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病毒 药物 治疗 的 情况 下 ,其 血液 . 骨 艇 和 肠 中 艾滋 病毒 检测 均 为 阴性 。 受 这 个 治疗 的 启 
发 ,科学 家 在 艾滋 病 患 者 本 人 的 T 细 胞 上 加 一 个 经 过 DNA 序列 改造 的 锌 指 核酸 酶 , 破 
坏 CCR5 受 体 基因 。 然 后 将 约 100 亿 个 经 过 这 种 改造 的 了 细胞 重新 注 人 患者 体内 (使 体 
内 CCRS 突变 体 T 细 胞 约 占 25%, 这 种 T 了 细胞 可 以 存活 6 个 月 以 上 ), 几 周 后 ,患者 体内 
艾滋 病 病毒 含量 急剧 下 降 , 有 的 其 至 已 经 检测 不 到 。 接 受 这 种 基因 疗法 的 病人 ,不 用 再 
接受 抗 病毒 药物 治疗 。 虽 然 目前 只 是 小 规模 探索 ,不 但 成 本 高 昂 ,而 且 也 不 清楚 是 否 串 
者 体内 各 个 组 织 的 艾滋 病 病 毒 数量 都 有 显著 下 降 , 但 该 方法 为 艾滋 病 的 治疗 提供 了 新 
思路 。 

除 药物 抗 艾滋 病 毒药 物 和 基因 疗法 外 ,多 种 用 于 预防 艾滋 病 的 疫苗 包括 传统 的 减 毒 
疫苗 . 灭 活 疫苗 .重组 病毒 载体 活 疫苗 .基因 工程 亚 单位 疫苗 及 合成 寡 肽 疫苗 等 已 经 上 市 。 
由 于 HIV 基因 ,特别 是 编码 外 膜 蛋白 的 enr 基因 的 高 度 变 异 ,研制 能 有 效 抑制 HIV 病毒 
生长 的 疫苗 困难 很 大 。 随 着 与 HIV 侵 染 有 关 的 病毒 基因 产物 及 宿主 相关 受 体 分 子 三 维 
结构 与 功能 的 逐步 阐明 ,针对 HIV 不 同 生命 阶段 的 特异 疫苗 会 在 不 远 的 将 来 被 研制 出 来 ， 
将 对 预防 和 控制 艾滋 病 的 发 生发 展 具 有 重要 意义 。 


9.3 乙 型 肝炎 病毒 一 HBV 


病毒 性 肝炎 是 严重 威胁 人 类 健康 的 世界 性 传染 病 ,引起 肝炎 的 病毒 通称 肝炎 病毒 
(hepatitis virus)。 目 前 已 经 知道 的 至 少 有 甲肝 病毒 (HAV)、 乙 肝病 毒 (HBV), 丙 肝病 毒 
(HCV)、 丁 肝病 毒 (HDV) 和 戊 肝 病毒 (HEV) 等 5 种 病毒 。 这 些 病毒 在 基因 组 结构 ,传播 途 
径 ,临床 症状 和 分 类 地 位 上 很 不 相同 。 甲 肝病 毒 属 小 RNA 病毒 科 , 乙 肝病 毒 属 嗜 肝病 毒 
科 , 丙 肝病 毒 与 黄 热 病 毒 和 瘟病 毒 相 似 ,为 RNA 病毒 。 丁 肝病 毒 基因 组 由 一 个 单 链 环 状 
RNA 分 子 组 成 ,但 其 外 壳 能 识别 乙肝 病毒 的 表面 抗原 ,是 一 种 与 乙肝 有 关 的 缺陷 型 病毒 ， 
需要 有 HBYV 的 辅助 才能 复制 增殖 。 戊 肝病 毒 基 因 组 为 单 链 正 链 有 多 (A) RNA ,球形 无 包 
膜 , 可 能 属于 杯 状 病毒 。 


9.3.1 肝炎 病毒 的 分 类 及 病毒 粒子 结构 


1986 年 ,国际 病毒 命名 委员 会 正式 将 乙肝 病毒 定 为 嗜 肝 DNA 病毒 科 成 员 ,1990 年 又 
将 该 科 病 毒 分 为 正 嗜 肝病 毒 属 和 禽 嗜 肝病 毒 属 , 乙 肝病 毒 是 正 哮 肝 病毒 属 成 员 。 

HBV 完整 粒子 的 直径 为 42 nm, 称 为 Dane 颗粒 ,由 外 膜 和 核 壳 组 成 ,有 很 强 的 感染 
性 中 ”22。 其 外 膜 由 病毒 的 表面 抗原 .多 糖 和 脂 质 构成 ; 核 壳 直 径 27 nm, 由 病毒 的 核心 
抗原 组 成 ,并 含有 病毒 的 基因 组 DNA \ 反 转录 酶 和 DNA 结合 蛋白 等 。 在 慢性 乙肝 病人 的 
血清 中 还 有 直径 为 22 nm 长 度 不 等 的 球状 或 棒状 颗粒 ,它们 只 含 表 面 抗原 和 脂 质 , 不 具 
有 基因 组 DNA ,无 侵 染 性 。 根 据 表 面 抗原 性 血清 反应 的 不 同 ,HBV 可 以 分 为 adr、adw、 ayr 
和 ayw 等 4 个 亚 型 。 不 同 亚 型 的 地 区 分 布 不 同 ,我 国 大 部 分 地 区 以 adr 为 主 ,adw 次 之 。 
西藏 .新疆 和 内 蒙古 等 地 主要 为 ayw 亚 型 。 
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图 9-22 HBV 病毒 
粒子 模型 图 





大 人 组 白 LHBS 核心 抗原 HBeAg 
中 蛋白 MHBS 
主 蛋 白 SHBS HBeAg 
Oo 
脂 质 腊 oo 
聚合 酶 , 反 转 录入 O 〇 O O 


末端 蛋白 质 

















9.3.2 ”乙肝 病毒 基因 组 及 其 所 编码 的 主要 蛋白 


1. 基因 组 结构 

乙肝 病毒 的 基因 组 是 一 个 有 部 分 单 链 区 的 环 状 双 链 DNA 分 子 ,两 条 单 链 长 度 不 一 
样 。 长 链 L(3.2 kb) 为 负 链 ,而 短 链 $ 为 正 链 , 其 长 度 不 确定 ,为 负 链 的 509% ~ 80%。 因 为 
它 的 3' 末端 随 不 同 来 源 毒 株 而 有 不 同 的 缺失 ,所 以 位 置 可 变 ,产生 了 部 分 环 状 结构 。 基 
因 组 依靠 正 链 5' 端 约 240 bp 的 黏 端 与 负 链 缺口 部 位 的 互补 维持 了 环 状 结构 。 长 链 的 5 
末端 有 一 个 共 价 结合 的 末端 蛋白 ,可 能 是 引物 酶 。 而 短 链 $' 端 则 通过 共 价 键 与 具有 帽子 
结构 的 短 RNA 结合 。 末 端 蛋白 和 短 RNA 都 与 病毒 DNA 的 复制 相关 。 此 外 ,在 两 条 链 的 
互补 区 两 侧 各 有 一 个 11 碱 基 的 重复 序列 (5' TTCAC-CTCTGC-3), 分 别 开 始 于 第 1 842 和 
1 590 核 苷 酸 处 , 称 为 DRI 和 DR2' 针 -23)。 

自 1979 年 第 一 次 克隆 和 测定 HBV ayw 亚 型 全 基因 组 序列 以 来 ,先后 已 有 20 多 个 不 
同 的 HBV 基因 组 全 序列 被 测定 。 分 析 发 现 ,不 同 亚 型 中 核 苷 酸 水 平 的 变异 为 10% 左右 。 
同 亚 型 中 的 变异 为 2% 左右 ,最 高 可 达 11.5%。HBV 基因 组 的 多 态 性 是 该 病毒 高 变异 率 
的 分 子 基础 ,其 生物 学 意义 是 近年 来 HBV 研究 中 的 热点 之 一 。 

2. HBV 转录 产物 

HBYV 基因 组 结构 的 最 大 特点 是 功能 单位 非常 密集 ,基因 组 高 度 压缩 ,编码 区 重复 利 
用 ,所 以 有 人 也 称 之 为 基因 经 济 型 基因 组 。 它 的 核酸 序列 全 部 都 是 蛋白 编码 区 。HBYV 在 
感染 过 程 中 分 别 产 生 3.5 kb .2.4 kb .2.1 kb .0.8 kb 4 种 转录 产物 ,都 有 多 (A) 尾 巴 。 其 中 
3.5 kb 和 2.1 kb 转录 产物 由 工 链 转录 而 来 ,2.4 kb 和 0.8 kb 转录 产物 由 S 链 转录 得 到 。3.5 kb 
mRNA 编码 核心 蛋白 ,其 3 末端 与 2.1 kb mRNA 的 3' 未 端 相同 , 比 HBV 基因 组 L 链 的 全 
长 还 多 200 bp 以 上 ,推测 它 的 末端 部 分 可 能 来 自 共 价 闭合 的 双 链 区 。2.4 kb mRNA 编码 
S 蛋 白 ,2.1 kb mRNA 编码 原 S 和 S, 蛋白 ,而 0.8 kb mRNA 编码 X 蛋 白 。 上 述 4 种 转录 产 
物 在 病毒 感染 的 细胞 中 相对 含量 有 明显 差异 ,其 中 3.5 kb 和 2.1 kb mRNA 的 转录 量 远 远 
高 于 2.4 kb 和 0.8kbmRNA 因 -23), 
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3. HBV 基因 转录 的 调控 

(1) 顺 式 作用 元 件 HBV 的 4 种 转录 产物 虽然 有 不 同 的 $ 末端 ,但 都 利用 同一 终止 
信和 号 和 多 (A) 位 点 ,它们 的 启动 子 序列 已 经 被 确定 。PreC 启动 子 调控 3.5 kh mRNA 的 转 
录 起 始 过 程 , 它 定 位 于 1 705 ~ 1 805 位 核 苷 酸 处 。 在 该 启动 子 下 游 还 发 现 一 个 具有 启动 
子 功能 的 区 域 ,推测 不 同 的 3.5 kb mRNA 可 由 不 同 的 启动 子 控制 。PreC 启动 子 上 存在 类 
似 于 TATA 区 的 序列 。PreS1 启动 子 位 于 -89 ~ -77 核 苷 酸 处 ,调控 2.4 kb mRNA 的 转录 
起 始 过 程 。 该 启动 子 含 有 典型 的 TATA 区 序列 以 及 与 该 序列 相距 45 个 碱 基 的 肝 细 胞 特 
异性 转录 因子 HNF1 的 结合 位 点 。 该 位 点 主要 存在 于 某 些 肝 细 胞 专 一 表达 基因 的 启动 子 
区 ,HNF1 的 结合 是 PreS1 启动 子 在 分 化 的 肝癌 细胞 株 中 高 水 平 转录 的 必要 条 件 。 

S 启动 子 调控 2.1 kb mRNA 的 转录 起 始 过 程 。 它 与 SV40 晚期 启动 子 相 似 ,位 于 RNA 
转录 起 始 位 点 上 游 200 个 核 背 酸 内 ,可 分 为 A、B、C、D、E、F 和 G7 个 区 ,这 些 区 都 可 能 通 
过 与 特异 的 调控 蛋白 结合 而 影响 转录 水 平 。A、B、C 3 个 区 位 于 启动 子 远 端 (-168 ~ -68 
位 核 蔡 酸 ), 若 同时 缺失 ,2.1 kb mRNA 转录 水 平 下 降 到 30% 以 下 。D 区 位 于 -69 ~ -49 处 ， 
是 启动 子 的 必需 元 件 。 近 端的 下 .F、G 3 个 区 位 于 转录 起 始 位 点 上 游 45 个 核 背 酸 内 ,该 
DNA 序列 与 SV40 主要 晚期 启动 子 有 一 定 的 序列 相似 性 。F 为 负 调 控 区 ,E 区 能 抑制 F 区 
的 负 调 控 作 用 并 与 G 区 功能 互补 ，B、D、E、F 4 个 区 可 与 相同 或 相似 的 转录 因子 结合 , 若 
将 外 源 表达 的 转录 因子 PreS1 与 病毒 DNA 进行 共 转 染 ,可 起 始 HBV 基因 转录 。 有 实验 
发 现 ,纯化 的 PreSl 可 以 直接 与 B.D 和 F 区 结合 。 

X 启动 子 位 于 -24 ~ -124 核 苷 酸 处 ,调控 0.8 kb mRNA 转录 过 程 。 有 关 该 启动 子 的 
活性 尚未 见 详细 的 研究 报道 。 
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图 9-23 HBYV 基因 
组 结构 (ayw 亚 型 ) 
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(2) 增强 子 HBV DNA 中 存在 两 个 可 以 激活 HBV 启动 子 转录 的 增强 子 区 域 。 增 
强 子 [位 于 表面 抗原 基因 的 3' 端 ,X 基因 的 5' 端 ,与 X 启动 子 相 重症 。 该 增强 子 在 肝 细 
胞 中 对 启动 子 的 增强 活性 是 非 肝 细胞 的 10 ~ 20 倍 , 暗 示 它 具有 细胞 特异 性 ,这 也 可 能 是 
HBYV 病毒 嗜 肝 性 的 基础 。 

已 在 增强 子 [序列 中 发 现 了 多 种 细胞 反 式 作 用 因子 结合 位 点 ,NF-la、NF-lb、NF-lc、 
AP1、C/EBP、EP 以 及 X 蛋白 等 都 可 以 与 增强 子 1 相 结合 。 根 据 主要 的 核 蛋白 结合 位 点 , 增 
强 子 工 被 分 为 2C`. EPE 和 NF-I 4 个 区 段 .前 两 者 为 基础 增强 子 ,2C 与 肝 细 胞 专 一 性 有 关 。 
若 在 基础 增强 子 上 加 EE 和 NF-l 结合 区 ,该 启动 子 活性 可 提高 10 倍 以 上 ,其 中 EE 结合 区 可 
以 与 多 种 蛋白 因子 结合 。E 结合 区 不 仅 能 提高 基础 增强 子 的 活性 ,还 与 X 基因 启动 子 的 
转录 活性 直接 相关 。 一 般 认为 ,增强 子 [能 明显 促进 PreS1 .5S、X 和 PreC 启动 子 的 转录 。 

增强 子 开 位 于 增强 子 工 下 游 600 碱 基 处 ,是 一 个 148 碱 基 长 的 DNA 片段 ,根据 其 与 主 
要 核 蛋白 的 结合 位 点 分 为 A、B 两 个 区 。A 区 为 60 碱 基 ,是 正 调控 元 件 ,与 增强 子 开 的 肝 
细胞 专 一 性 有 关 。A 区 单独 存在 时 无 增强 子 活性 ,必须 与 B 区 协同 作用 才 有 活性 。B 区 是 
增强 子 开 的 基本 单位 ,由 88 个 碱 基 组 成 ,单独 存在 时 带 有 增强 子 开 活性 的 60% ~ 70% ,又 
可 分 为 B1、B2 和 B3 三 部 分 ,其 中 前 两 部 分 是 主要 功能 区 ,B2 是 主要 转录 因子 的 结合 位 点 。 

(3) 反 式 作 用 因子 ”自从 HBV 全 序列 被 测定 后 ,人 们 就 发 现 了 X 基因 ,但 其 产物 X 
蛋白 具有 反 式 调控 因子 功能 则 是 近期 才 被 证 实 的 。 研 究 发 现 ,X 蛋白 不 仅 能 激活 HBV 自 
身 启动 子 如 PreC、PreS1、S 和 X 以 及 HBV 增强 子 1, 还 可 以 激活 多 种 异 源 启 动 子 和 增强 
子 , 如 8- 干扰 素 .HIV- 工 .SV40 早期 启动 子 以 及 一 些 细胞 因子 如 工 型 MHC 等 的 表达 。 

X 蛋白 虽然 具有 转录 水 平 上 的 反 式 激活 作用 ,但 尚未 发 现 它 有 DNA 结合 能 力 , 说 
明 X 蛋白 必须 通过 其 他 蛋白 因子 起 作用 。 分 析 X 蛋白 对 HBV 增强 子 工 的 作用 时 发 现 ， 
该 增强 子 的 玉 元 件 十 分 重要 ,所 以 又 将 这 个 由 26 碱 基 组 成 的 元 件 命名 为 X 应 答 元 件 
(X-responsive elememt,XRE)。X 蛋白 与 相关 细胞 因子 结合 后 ,再 结合 于 靶 序 列 上 发 挥 作 
用 。XRE 有 NF-kB、AP1、AP2 及 CREB 类 似 物 的 结合 序列 。 近 来 有 报导 认为 X 蛋白 本 
身 具 有 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 活性 。 

4. HBYV 的 编码 区 及 产物 

(1) S 编码 区 S 编码 区 编码 乙肝 表面 抗原 蛋白 ,分 别 编码 由 226 个 氨基 酸 残 基 的 表 
面 抗原 主 蛋 白 (SHBS)、108 ~ 115 个 氨基 酸 的 原 S1 蛋白 和 55 个 氨基 酸 组 成 的 原 S2 蛋白 
3 部 分 组 成 。S 蛋白 和 原 $2 蛋白 组 合 在 一 起 被 称 为 中 蛋白 (MHBS),S 蛋白 和 原 S1、 原 S2 
蛋白 组 合 在 一 起 时 被 称 为 大 蛋白 (LHBS)。SHBS 是 病毒 外 壳 蛋 白 和 22 nm 颗粒 表面 抗原 
的 主要 成 分 , 占 病毒 蛋白 的 70% ~ 90%, 中 和 蛋白 和 大 蛋白 则 暴露 于 病毒 颗粒 表面 ,这 3 种 
蛋白 可 以 部 分 或 完全 被 糖 基 化 。 表 面 抗 原 有 很 强 的 免疫 原 性 ,是 乙肝 疫苗 的 主要 成 分 。 

(2) P 编 码 区 该 区 长 2532 碱 基 , 占 全 基因 组 3/4 以 上 ,是 最 长 的 编码 区 ,包含 全 部 S 
编码 区 并 与 C 和 X 编码 区 有 部 分 重合 。P 编码 区 由 3 个 功能 区 和 一 个 间隔 区 构成 ,排列 顺 
序 为 末端 蛋白 (又 称 引 物 酶 ). 间 隔 区 、 反 转录 酶 /DNA 聚合 酶 及 RNaseH。 末 端 蛋白 是 病毒 
进行 反 转录 时 的 引物 .P 编 码 区 可 能 先 翻译 成 95 x 10 多 肽 ,然后 加 工 成 较 小 的 功能 型 多 肽 。 
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(3) C 编码 区 该 区 长 639 碱 基 , 翻 译 产 物 为 病毒 核心 抗原 (HBcAg)。 其 原初 翻译 产 
物 是 前 核心 蛋白 ,切除 N 端 19 肽 和 富 含 精 氨 酸 的 C 未 端 后 ,成 为 下 抗原 (HBeAg), 相 对 
分 子 质量 为 2.2 x 10 蛋白 ,是 核 衣 壳 上 唯一 的 结构 蛋白 。HBeAg 可 分 泌 到 Dane 颗粒 以 外 ， 
存在 于 血清 中 。 

(4) X 编码 区 该 区 是 最 小 的 编码 区 ,编码 X 蛋白 ,覆盖 了 负 链 的 缺口 部 位 ,虽然 长 
度 不 等 ,但 主要 产物 由 154 个 氨基 酸 残 基 组 成 。X 蛋白 具有 反 式 调控 作用 ,能 激活 多 个 同 
源 或 异 源 启动 子 或 增强 子 , 与 肝癌 的 发 生 有 相关 性 。 


9.3.3 ”HBYV 的 复制 


乙肝 病毒 基因 组 虽 为 双 链 DNA ,但 其 复制 并 不 通过 半 保 留 复制 方式 ,而 是 通过 如 的 
9-24 所 示 的 反 转 录 途 径 。 病 毒 感染 宿主 后 ,首先 脱 掉 外 壳 进 入 细胞 质 基 质 ,基因 组 DNA 
进入 细胞 核 ,经 DNA 聚合 酶 修复 正 链 缺 失 部 分 ,形成 共 价 闭合 环 状 双 链 DNA 作为 转录 模 
板 。 此 后 ,该 环 状 DNA 在 感染 细胞 核 中 大 量 扩 增 ,成 为 HBV 基因 组 复制 时 的 独特 现象 。 


图 9-24 HBV 基因 
组 复制 模型 图 
ee i 和 复制 模型 图 
反 转 录 酶 
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图 9-25 HBYV 基因 
组 的 复制 过 程 
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其 次 ,HBV 基因 组 在 宿主 RNA 聚合 酶 作用 下 开始 转录 ,产生 各 种 mRNA, 在 这 些 
RNA 中 ,全 长 3.5 kb 产物 为 前 基因 组 RNA, 其 5' 端 自 DR1 处 开始 , 自 5' 向 3' 延 伸 , 经 
过 DR2 后 继续 合成 至 DR1, 最 后 终止 于 DR1 后 85 碱 基 处 的 TATAAA 序列 ,全 长 比 病毒 
DNA 多 130 ~ 270 个 碱 基 。 

第 三 步 ,前 基因 组 中 的 部 分 RNA 被 包装 到 核心 颗粒 中 并 进行 反 转 录 。 以 与 母 本 负 链 
DNA 5' 端 相 连接 的 末端 蛋白 为 引物 ,在 反 转 录 酶 作用 下 , 自 DR1 处 开始 反 转 录 合 成 负 链 
DNA ‘951。cDNA 合成 后 ,由 RNaseH 将 模板 (前 基因 组 RNA) 降 解 ,但 5’ 端 从 帽子 结构 
到 DR1 不 被 降解 区 域 作 为 正 链 合成 时 的 引物 。 








DR1 | 5'(+) 量 一 一 站 





上 == 一 一 一 : = 





第 四 步 ,在 DNA 聚合 酶 作用 下 合成 正 链 ,合成 自 DR1 处 开始 ,再 经 跳跃 转 位 至 DR2， 
这 一 过 程 称 为 “引物 易 位 "。 因 此 , 正 链 5' 端 覆盖 了 负 链 的 缺口 ,维持 了 双 链 DNA 的 环 状 。 
在 某 些 情况 下 也 可 能 不 发 生 引物 易 位 现象 ,导致 线性 双 链 DNA 的 合成 。 正 链 合成 尚未 完 
成 时 ,就 可 能 由 于 某 些 障碍 而 被 终止 。 外 壳 蛋 白 便 将 核 衣 壳 包装 成 病毒 颗粒 ,形成 了 不 完 
整 的 双 链 基因 组 。 由 于 病毒 复制 增殖 过 程 中 部 分 酶 类 与 细胞 因子 可 能 来 自 宿主 细胞 ,所 
以 ,病毒 的 复制 增殖 过 程 也 是 干扰 细胞 正常 代谢 的 致 病 过 程 。 


9.4 ”人 禽 流感 的 分 子 机 制 
人 禽 流 感 (human avian influenza,HAI) 是 人 感染 AIV (avian influenza virus) 后 引起 的 


以 呼吸 道 症状 为 主 的 临床 综合 征 。 引 起 HAI 的 病原 为 念 流感 病毒 , 属 正 黏 病毒 科 流感 
病毒 A 型 流感 病毒 。 禽 流行 性 感冒 (avian influenza,Al) 简称 傅 流 感 , 又 名 真 鸡 瘟 (fowl 
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plague)、 欧 洲 鸡 疗 、 鸡 疫 等 ,是 由 A 型 流感 病毒 引起 的 从 呼吸 系统 病变 到 全 身 败 血 症 的 一 
种 高 度 急性 传染 病 。 鸡 . 火 鸡 , 鸭 等 家 禽 及 野 鸟 均 可 感染 。 美 洲 .欧洲 .亚洲 的 许多 国家 和 
地 区 都 曾 发 生 过 此 病 ,对 养 依 业 造成 了 巨大 的 损失 。 禽 流感 病毒 不 仅 是 人 流感 病毒 株 形 
成 的 最 庞大 的 基因 库 , 它 还 能 直接 感染 使 人 发 病 ,因此 , 禽 流感 已 成 为 人 类 公共 卫生 事业 
面临 的 重大 危害 之 一 。 


9.4.1 人 禽 流 感 病毒 特点 及 分 型 


禽 流感 属 正 黏 病 毒 科 (Orthomyxoviridae) 流感 病毒 属 的 A 型 流感 病毒 。 正 黏 病毒 分 
为 3 个 属 , 即 AB 型 流感 病毒 属 .C 型 流感 病毒 属 和 类 托 高 土 病毒 属 (Thogoto like virus)， 
病毒 颗粒 大 小 为 80 ~ 120 nm, 平 均 100 nm; 典 型 的 病毒 粒子 呈 球 状 ,基因 组 为 多 个 负 链 
RNA 片段 组 成 时 ?0/。AIV 属 A 型 流感 病毒 ,是 正 黏 病 毒 属 中 唯一 感染 仿 类 的 病毒 。 禽 
流感 病毒 可 按 病 毒 粒 子 表面 对 红细胞 有 凝集 性 的 血 凝 素 (hemagglutnin,HA) 和 能 将 吸附 
在 细胞 表面 的 病毒 粒子 解脱 下 来 的 神经 氨 酸 酶 (neuraminidase,NA) 糖 蛋白 进行 分 类 , 共 
有 16 个 H 亚 型 和 9 个 N 亚 型 .根据 HA 与 NA 的 不 同 ,又 可 将 禽 流感 分 为 上 百 个 血清 亚 型 。 
导致 禽 流 感 暴发 的 主要 是 以 H5、H7 为 代表 的 高 致 病 性 禽 流感 (HPAI) 和 以 H9 亚 型 为 代 
表 的 低 致 病 性 禽 流 感 (LPAI) 毒 株 。 
Ce | 图 9-26 禽 流 感 病 
血 凝 素 (HA 蛋白 )， 毒 颗粒 主要 结构 焉 


协助 病毒 附着 在 生物 细胞 | 白 及 功能 分 析 
的 受 体 上 并 使 其 发 生 感染 


神经 氨 酸 酶 (NA 和 蛋白 )， 
破坏 细胞 的 受 体 ,帮助 病 
毒 在 宿主 体内 自由 传播 


H5N1 中 己 发 现 16 种 不 同 
类 型 的 HA 蛋白 和 9 种 不 同 
类 型 的 N 蛋 白 








1997 年 ,我 国 香港 首次 分 离 到 由 禽 流感 病毒 跨越 物种 屏障 同时 感染 鸡 和 人 的 A 型 流 
感 病毒 一 一 H5N1。 由 于 该 病毒 所 有 基因 片段 与 禽 流感 病毒 在 序列 上 有 很 高 的 相似 性 ,一 
般 认为 该 病毒 起 源 于 禽类 。 当 流感 病毒 开始 感染 新 的 宿主 时 ,为 了 适应 新 的 环境 和 宿主 
细胞 ,会 在 强大 的 选择 压力 下 进行 病毒 重组 以 形成 新 的 株 系 或 致 病 型 。 


9.4.2 禽 流感 病毒 进入 细胞 及 其 转录 与 复制 
H5N1 禽 流感 病毒 通过 HA 蛋白 上 的 凝集 素 位 点 与 细胞 表面 含 唾液 酸 的 糖 蛋白 受 体 
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结合 ,通过 受 体 介 导 的 细胞 内 香 作 用 进入 细胞 下 "2 由 于 内 涵 体 (endosome) pH 较 低 ， 
导致 HA 构象 变化 ,细胞 膜 与 病毒 外 膜 发 生 融合 ,释放 病毒 衣 壳 进入 细胞 质 基质 。 流 感 病 
毒 启动 转录 时 ,病毒 内 切 核酸 酶 将 宿主 细胞 mRNA 5' 端的 帽子 结构 切 下 作为 病毒 RNA 聚 
合 酶 的 引物 ,转录 产生 6 个 单 顺 反 子 的 mRNA ,并 翻译 成 HA NA .NP 和 3 种 聚合 酶 (PB1、 
PB2 和 PA)。NS 和 M 基因 的 mRNA 进行 拼接 后 ,每 一 个 产生 了 两 个 mRNA , 依 不 同 可 读 
框 (ORF) 进行 翻译 ,产生 NS1.NS2 .MI 和 M2 蛋白 ,“*%。NA 是 病毒 核 衣 壳 的 主要 成 分 ， 
MA 是 主要 结构 蛋白 ,存在 于 病毒 吉 膜 内 侧 ,分 为 Ml 和 M2。PB1、PB2 和 PA 是 病毒 复制 
酶 的 3 个 主要 组 分 。NS1 和 NS2 为 非 结构 蛋白 ,在 病毒 复制 早期 起 重要 作用 ,NS1 蛋白 调 
节 病 毒 RNA 的 合成 、pre-mRNA 的 运输 .前 切 及 mRNA 的 翻译 过 程 。NS2 蛋白 与 M1 和 蛋 
白 相互 作用 ,参与 病毒 复制 周期 的 调控 。 








图 9-27 流感 病毒 
A 株 进 入 宿主 细胞 


病 
本 病毒 外 这 
及 其 复制 过 程 疼 示 el 业 一 X2F- 
(RNA) 





核 内 体 








表 9-8 离 流 感 病 访 RNA 在 不 同类 型 钙 壹 中 可 能 编 亿 不 同 的 对 叫 虞 





流感 病毒 编码 蛋白 
RNA 
A 型 B 型 C 型 
1 PB2 PB1 Pl 
2 PBI1 PB2 P2 
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续 表 





流感 病 卡 编码 重 白 
RNA 

A 型 B 型 C 型 
3 PA PA P3 
4 HA HA HE 
5 NP NP NP 
6 NA NA.NB 
7 M1 .M2 M1 .M2 M 
8 NS1 .NS2 Ns1 ,Ns2 NS1.Ns2 


9.4.3 禽 流感 病毒 感染 人 类 的 机 制 


有 关 禽 流感 导致 人 类 流感 大 流行 ,目前 主要 有 猪 作为 中 间 宿 主 的 混合 器 假说 和 禽 流 
感 病毒 直接 感染 人 ( 即 人 本 身 充 当 混 合 器 ) 两 种 假说 。 研 究 发 现 , 禽 流感 病毒 跨越 种 属 间 
的 屏障 从 家 禽 直接 感染 人 与 其 基因 的 分 子 结构 的 特殊 性 有 关 , 该 病毒 的 基因 组 分 为 多 个 
片段 , 极 易 发 生 基因 的 交换 ,重组 并 发 生变 异 ,造成 感染 宿主 和 致 病 性 的 改变 。 

1. HA 受 体 结合 位 点 的 突变 导致 禽 流感 病毒 易于 感染 人 类 细胞 

HA 是 流感 病毒 表面 主要 的 糖 蛋 白 , 在 病毒 感染 过 程 中 起 关键 作用 ,因为 病毒 借助 HA 
对 宿主 细胞 表面 受 体 的 识别 作用 而 吸附 于 被 感染 细胞 的 表面 。 禽 流感 病毒 与 宿主 细胞 结 
合 的 特异 性 与 HA 结合 受 体位 点 的 第 226 位 氨基 酸 密切 相关 ,如 果 该 位 点 氨基 酸 残 基 为 谷 
氨 酰 胺 , 则 表现 为 SAa22,3 Gal 受 体 ( 禽 类 呼吸 道上 皮 细 胞 表面 受 体 ) 结 合 特性 ;但 车 该 位 
点 为 亮 氨 酸 , 则 表现 为 SAa22,6 Gal 受 体 ( 人 呼吸 道上 皮 细 胞 表面 受 体 ) 结合 特性 ; 若 该 位 
点 为 甲 硫 氨 酸 ,对 SAa22,3 Gal 和 SAa22,6 Gal 具有 相同 的 结合 能 力 。1997 年 ,香港 禽 流感 
HSN1 病毒 就 是 由 于 第 226 位 氨基 酸 由 谷 氨 酰胺 突变 为 甲 硫 氨 酸 ,使 其 HA 与 受 体 结合 的 
位 点 发 生变 异 ,导致 流感 病毒 的 宿主 特异 性 改变 ,使 禽 流感 病毒 直接 感染 人 细胞 。 对 H5 及 
H7 亚 型 高 致 病 力 毒 株 的 核酸 序列 和 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ,高 致 病 力 毒 株 的 HA 在 裂解 位 
点 附近 有 多 个 碱 性 氨基 酸 残 基 , 易 被 宿主 蛋白 酶 系统 裂解 为 HA1 和 HA2, 致 病 性 明显 增强 。 

2. PB2 蛋白 第 627 位 氨基 酸 的 点 突变 导致 人 禽 流感 病毒 复制 能 力 增强 

禽 流感 病毒 感染 人 体 细 胞 后 必须 进行 有 效 复 制 , 以 达到 具有 一 定量 的 群体 ,才能 诱发 
机 体 的 非特 异性 免疫 反应 ,产生 对 机 体 的 直接 或 间接 的 损伤 作用 。 而 禽 流感 病毒 是 否 能 
在 人 体 细胞 内 进行 有 效 复制 ,主要 与 病毒 复制 酶 (PB1、PB2 和 PA) 基因 有 关 。 有 研究 发 
现 , 当 PB2 蛋白 基因 来 源 于 人 流感 病毒 ,无 论 其 他 基因 片段 来 源 于 禽 流感 或 人 流感 病毒 ， 
重组 病毒 在 哺乳 动物 体 细胞 中 都 能 有 效 复制 ; 当 PB2 蛋白 基因 来 源 于 AIV 时 ,重组 病毒 
则 不 能 在 哺乳 动物 细胞 中 进行 有 效 复 制 。 禽 流感 病毒 株 PB2 的 627 位 氨基 酸 都 是 谷 氨 酸 ， 
而 人 流感 病毒 该 位 点 上 是 赖 氨 酸 。 香 港 HSN1 毒 株 中 PB2 的 第 627 位 氨基 酸 就 发 生 了 由 
谷 氨 酸 型 向 赖 氨 酸 型 的 转化 ,因此 ,有 人 认为 ,PB2 的 627 位 氨基 酸 是 决定 A 型 流感 病毒 
宿主 范围 的 关键 位 点 。 
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图 9-28 冠状 病毒 
条 粒 结构 示意 图 
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3. NS1 第 92 位 氨基 酸 的 突变 导致 人 禽 流 感 病毒 致 病 能 力 显著 增强 

人 禽 流感 H5N1 病毒 感染 后 与 普通 的 人 流感 病毒 相 比 具 有 极 强 的 致 病 性 。 研究 表明 ， 
人 禽 流感 HSN1 亚 型 病毒 的 高 致 病 性 与 其 非 结 构 蛋 白 有 密切 的 关系 。 普 通 流感 病毒 感染 
时 , 非 结 构 蛋 白 (NS1) 产生 于 机 体 受 感染 的 细胞 ,与 病毒 复制 产生 的 双 链 RNA 相互 作用 ， 
产生 的 细胞 内 信号 作用 于 RNA 病毒 蛋白 激酶 (PKR) 以 及 核 因子 NF2KB ,启动 干扰 素 基 
因 的 转录 和 和 干扰 束 的 合成 ,从 而 发 挥 抗 病毒 的 非特 异性 免疫 作用 。 在 高 致 病 性 的 人 禽 流 
感 HSN1 亚 型 病毒 感染 者 体内 虽然 存在 高 浓度 的 干扰 素 和 肿瘤 坏死 因子 2x, 这 些 细 胞 因 
子 却 不 能 抑制 或 杀 死 高 致 病 性 的 人 禽 流感 病毒 ,因为 这 种 病毒 不 仅 对 干扰 素 和 肿瘤 坏死 
因子 2a 具有 极 强 的 抵抗 力 ,而 且 在 细胞 内 增殖 速度 极 快 ,加 速 了 炎 性 细胞 因子 的 产生 , 引 
起 全 身 性 炎症 反应 综合 征 ,从 而 表现 出 极 高 的 致 病 力 。 造 成 这 种 现象 的 原因 可 能 与 H5N1 
亚 型 病毒 的 非 结构 蛋白 基因 (NSI1 第 92 位 氨基 酸 ) 发 生变 异 有 关 。 高 致 病 性 的 人 禽 流 感 
H5N1 病毒 非 结构 蛋白 能 诱导 机 体 淋 巴 细胞 凋 亡 ,显著 降低 CD4/CD8 的 比值 ,使 机 体 的 免 
疫 机 能 下 降 , 可 能 也 是 人 禽 流感 HSN1 病毒 具有 高 致 病 的 原因 之 一 。 但 是 ,目前 尚 不 清楚 
非 结 构 蛋 白 变异 后 ,病毒 通过 何 种 信号 途径 逃避 细胞 因子 抗 病毒 作用 。 


9.5 严重 急性 呼吸 综合 征 的 分 子 机 制 


9.5.1 严重 急性 呼吸 综合 征 冠状 病毒 的 结构 与 分 类 


严重 急性 呼吸 综合 征 冠状 病毒 (severe acute respiratory syndrome coronavirus ,SARS- 
CoV) 属 冠状 病毒 科 (Coronaviridae)、 冠 状 病毒 属 (Coronavirus), 一 般 呈 多 形态 ,病毒 颗粒 直 
径 在 80 ~ 160 nm, 有 圳 膜 , 吉 膜 表面 锐 幅 有 12 ~ 24 nm 的 球形 梨 状 或 花瓣 状 纤 突 (spike)， 
纤 突 之 间 有 间 院 。 由 于 圳 膜 上 的 纤 突 呈 规则 状 排列 成 皇冠 状 , 故 称 之 为 冠状 病毒 ! 风 9-28)。 
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病毒 颗粒 的 讲 腊 由 两 层 脂 质 组 成 ,在 两 层 脂 质 中 镶嵌 有 两 种 糖 蛋白 , 纤 突 和 蛋白 S( 又 称 E2) 
和 血 凝 素 酯 酶 HE (hemagglutinin esterase, 又 称 E3), 还 有 膜 蛋白 M( 又 称 E1) 和 小 包 膜 糖 
蛋白 E(envelope protein)。 病 毒 粒子 内 部 为 核 衣 这 蛋白 N 和 核 基 因 组 RNA 组 成 的 核 蛋白 
核心 。 

已 知 冠状 病毒 分 为 3 组 ,第 1 和 第 2 组 为 哺乳 动物 病毒 ,第 3 组 是 禽类 病毒 。 基 因 
序列 分 析 表 明 ,SARS-CoyV 的 基因 组 序列 与 其 他 三 组 都 存在 很 大 的 差异 ,很 难 被 归 人 某 一 
组 ”233)。 虽然 有 学 者 认为 它 可 能 是 第 2 组 的 重组 病毒 ,但 也 有 人 认为 SARS-CoV 可 能 
是 第 4 组 冠状 病毒 的 代表 。 一 般 认为 SARS-CoV 最 可 能 来 源 于 动物 ,特别 是 野生 动物 如 
果子 猩 .蝙蝠 . 猴 蛇 等 。 

















9.5.2 SARS-Coy 的 基因 组 结构 


冠状 病毒 是 最 大 的 RNA 病毒 ,其 基因 组 为 单 链 正 链 RNA。SARS-CoV 基因 组 全 长 
27 ~ 30 kb, 其 $' 端 有 甲 基 化 幅 状 结构 ,前 约 2/3 的 区 域 编码 病毒 RNA 聚合 酶 复合 蛋白 ， 
后 1/3 的 区 域 编码 病毒 的 结构 蛋白 和 非 结 构 蛋 白 , 按 基 因 组 上 的 排列 顺序 依次 为 S、E、 
M、N 蛋白 ,在 S 和 下 之 间 、M 和 N 之 间 以 及 N 蛋白 基因 的 下 游 有 一 些 未 知 功能 的 可 读 
框 ,其 3' 端 有 不 少 于 50 个 碱 基 的 polyA 尾巴 ,这 种 结构 与 真 核 生 物 mRNA 非常 相似 ,这 
也 是 其 基因 组 RNA 自身 即 可 在 人 体 细 胞 内 发 挥 翻译 模板 作用 的 重要 结构 基础 。 冠 状 病 
毒 整个 结构 蛋白 mRNA 不 存在 转录 后 修饰 . 剪 切 等 过 程 ,而 是 直接 在 初级 转录 过 程 中 , 通 
过 RNA 聚合 酶 和 某 些 转录 因子 以 一 种 不 连续 转录 机 制 , 通 过 识别 特定 的 转录 调控 序列 
(transcription regulating sequence,TRS) 有 选择 地 从 反 义 链 RNA 上 一 次 性 转录 得 到 整个 功 
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图 9-29 SARS- 
Coy 病毒 与 其 他 二 
状 病毒 的 系统 进化 
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能 mRNA。SARS-CoV 全 基因 组 共有 14 个 可 读 框 。 在 SARS-CoV 的 包 膜 上 有 3 种 主要 
糖 蛋白 , 即 S 蛋白 、M 蛋白 和 HE 蛋白 。S 蛋白 被 认为 可 能 是 病毒 诱发 机 体 免疫 系统 产生 
特异 性 抗体 和 细胞 毒性 T 细胞 的 主要 抗原 蛋白 ,参与 SARS-CoV 侵 人 宿主 细胞 的 过 程 。 
S 蛋白 可 进一步 分 为 Si; 和 5S2 两 部 分 ,S1 蛋白 主要 与 宿主 细胞 膜 受 体 结合 ,S2 蛋白 介 导 
病毒 赛 腊 和 宿主 细胞 膜 融合 。 


9.5.3 SARS-Coy 的 侵 染 过 程 


SARS-CoV 的 生活 周期 包括 病毒 侵 染 .复制 和 组 装 及 分 泌 几 个 阶段 。 在 SARS-CoV 
侵 染 靶 细胞 时 ,病毒 首先 通过 病毒 宫 膜 上 的 S 蛋白 与 敏感 细胞 的 受 体 结合 ,然后 通过 其 编 
码 蛋 白 的 自身 折 释 与 相互 结合 牵引 将 病毒 圳 膜 和 细胞 膜 拉 近 而 发 生 融 合 ,使 得 病毒 的 遗 
传 物质 以 内 知 作 用 的 方式 进入 靶 细 胞 。 最 近 的 研究 发 现 ,血管 紧张 素 转换 酶 开 (ACE2) 是 
SARS 冠状 病毒 的 一 个 主要 受 体 。ACE2 为 依赖 于 锌 离子 的 金属 肽 酶 ,是 已 知 的 唯一 一 个 
在 血压 调节 中 起 关键 作用 的 血管 紧张 素 转换 酶 (ACE) 的 同系 酶 ,该 酶 可 将 血管 紧张 素 I 
转换 成 血管 紧张 素 。ACE2 是 SARS 病毒 进入 细胞 的 主要 靶 点 ,因此 ACE2 成 为 对 SARS 
进行 药理 干预 的 首选 目标 。SARS 冠状 病毒 S 蛋白 的 S1 亚 单位 既 具 有 与 靶 细胞 受 体 结合 
的 功能 ,又 具有 中 和 抗原 表 位 。 所 以 ,针对 S1 亚 单位 的 特异 性 抗体 能 够 中 和 SARS 冠状 
病毒 感染 。 

SARS-CoV 病毒 侵入 细胞 后 基因 组 被 释放 到 细胞 质 基 质 中 ,其 转录 和 复制 在 细胞 质 
基质 中 完成 。 病 毒 首先 直接 从 其 基因 组 RNA 翻译 出 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 。 该 聚合 
酶 随后 会 以 病毒 基因 组 RNA 为 模板 合成 负 链 RNA ,之 后 再 以 新 合成 的 负 链 RNA 为 模板 
转录 生成 新 的 病毒 基因 组 RNA。 同 时 该 聚合 酶 还 会 以 负 链 基因 组 RNA 为 模板 从 基因 组 
RNA 的 多 个 位 点 起 始 转录 ,产生 5 ~ 7 个 亚 基因 组 mRNA 组 分 。 亚 基因 组 RNA 都 具有 5' 
端 甲 基 化 帽 状 结构 和 3' 端 多 polyA 尾 结构 , 且 长 度 呈 递减 分 布 。 除 最 短 的 mRNA 为 单 顺 
反 子 外 其 余 的 均 为 多 顺 反 子 ,可 以 合成 多 聚 蛋白 前 体 , 这 些 多 聚 蛋白 再 由 病毒 和 宿主 的 蛋 
白 切割 ,最终 形成 大 小 不 同 的 功能 蛋白 质 。 

SARS-Coy 病毒 的 囊 膜 蛋白 在 糙 面 内 质 网 内 翻译 ,同时 发 生 N- 糖 基 化 ,并 在 糙 面 内 
质 网 的 表面 聚合 形成 非 共 价 的 同 源 三 聚 体 。 随 后 被 运输 到 高 尔 基 复 合体 中 进行 高 甘露 糖 
的 低 取 糖 基 化 修饰 ,同时 部 分 区 域 连接 末端 糖 基 并 发 生 脂 酰 化 。 成 熟 的 圳 膜 蛋 白 主要 集 
中 在 高 尔 基 体 ,少量 可 以 被 转运 至 细胞 膜 表 面 引起 被 感染 细胞 间 发 生 膜 融合 而 形成 合 胞 
体 。 在 病毒 蛋白 合成 的 同时 ,病毒 基因 组 进行 复制 , 当 病 毒 蛋 白 和 基因 组 完成 翻译 和 复制 
时 , 子 代 基 因 组 RNA 通过 基因 组 中 的 包装 信号 与 新 合成 的 N 蛋白 结合 ,形成 螺旋 状 的 核 
衣 壳 之 后 再 通过 M 蛋白 的 作用 与 守 膜 结 组 装 出 芽 。 在 病毒 粒子 的 出 芽 的 过 程 中 ,M、S、E 
蛋白 幅 人 到 病毒 粒子 的 圳 膜 中 ,形成 的 子 代 病毒 粒子 经 细胞 膜 融 合 而 释放 到 细胞 外 完成 
其 生命 周期 '9%0。 
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9.5.4 SARS-Coy 病毒 的 起 源 及 变异 


目前 ,SARS-CoV 的 起 源 仍 不 明了 。 但 是 ,我 国 广东 的 一 项 调查 显示 ,70% 的 果子 狸 
携带 SARS-CoV ,而 40% 的 野生 动物 经 销 商 体内 都 含有 SARS-CoV 的 抗体 ,其 中 单 营 果 
子 狸 者 SARS 冠状 病毒 感染 率 为 58%, 明 显 高 于 单 营 蛇 类 者 ,暗示 果子 狸 可 能 是 SARS 病 
毒 的 重要 和 载体。 基因 组 比较 结果 表明 ,果子 狸 的 SARS 样 病毒 比 人 类 的 SARS-CoV 多 29 
个 核 苷 酸 。 从 进化 的 角度 看 ,果子 猩 SARS 样 病毒 比 人 的 SARS-CoV 更 原始 ,认为 动物 的 
SARS 样 病毒 是 人 类 SARS-CoV 的 前 体 。 有 研究 报道 ,从 蝙蝠 . 猴 ,果子 狸 , 蛇 ,老鼠 和 禽 
体内 都 扩 增 出 与 人 类 SARS 病毒 高 度 同 源 的 基因 片段 。 因 此 ,人 SARS-CoV 的 最 终 源头 
问题 有 待 于 进一步 研究 。 


.0 基因 治疗 
人 类 疾病 的 发 生 , 其 实 都 是 人 体 细 胞 中 自身 基因 的 改变 或 由 外 源 病原 体 的 基因 产物 


与 人 体 基因 相互 作用 的 结果 。 因 此 ,长 期 以 来 ,科学 家 设想 人 类 能 否 最 终 运用 遗传 物质 ， 
无 论 是 人 类 自身 的 或 是 外 源 遗 传 物质 来 治疗 疾病 ,纠正 人 体 本 身 基因 结构 或 功能 上 的 错 
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乱 ,阻止 病菌 的 侵 染 , 杀 灭 病变 的 细胞 或 抑制 外 源 病 原 体 遗 传 物质 的 复制 ,保证 人 体 健 康 。 
9.6.1 基因 治疗 的 主要 途径 


1990 年 ,科学 家 第 一 次 用 反 转 录 病 毒 为 载体 ,把 腺 苷 脱 氨 酶 基因 (ADA) 导 入 来 自 病 
人 自身 的 T 淋 巴 细胞 ,经 扩 增 后 输 回 患者 体内 ,获得 了 成 功 。5 年 后 ,患者 体内 1092 的 造 
血细胞 旦 ADA 基因 阳性 ,除了 还 须 服用 小 剂量 的 ADA 蛋白 之 外 ,其 他 体征 都 正常 。 这 一 
研究 成 果 标 志 着 基因 治疗 时 代 的 开始 。 那 么 ,基因 治疗 为 什么 具有 诱 人 的 前 景 , 它 与 基因 
工程 究竟 有 什么 差别 呢 ? 

基因 工程 是 将 具有 应 用 价值 的 基因 , 即 “目的 基因 ", 装 配 在 具有 表达 元 件 的 特定 载 
体 中 ,导入 相应 的 宿主 如 细菌 .酵母 或 哺乳 动物 细胞 中 ,在 体外 进行 扩 增 ,经 分 离 .纯化 后 
获得 其 表达 的 蛋白 产物 。 基 因 治 疗 是 将 具有 治疗 价值 的 基因 , 即 “治疗 基因 ”装配 于 带 有 
在 人 体 细 胞 中 表达 所 必 备 元 件 的 载体 中 ,导入 人 体 细胞 ,直接 进行 表达 。 进 行 基因 治疗 时 
无 须 对 表达 产物 进行 分 离 纯 化 ,因为 人 细胞 本 身 可 以 完成 这 个 过 程 。 

基因 工程 的 “目的 基因 ”主要 是 可 分 泌 和 蛋白 ,如 生长 因子 .多 肽 类 激素 .细胞 因子 .可 
溶性 受 体 等 ,而 非 分 泌 性 蛋白 ,如 受 体 .各 种 酶 转录 因子 .细胞 周期 调控 蛋白 . 原 癌 基因 及 
抑 癌 因 子 等 ,由 于 它们 不 能 有 效 地 进入 细胞 而 不 能 被 应 用 于 基因 工程 。 基 因 治 疗 却 不 受 
上 述 限 制 。 几 乎 所 有 的 基因 ,只 要 它 具 有 治疗 作用 ,理论 上 均 可 应 用 于 基因 治疗 。 

基因 工程 的 操作 全 部 在 体外 完成 ,基因 治疗 则 必须 将 基因 直接 导入 人 体 细 胞 。 这 不 
仅 在 技术 上 具有 很 大 难度 ,而且 在 有 效 性 与 安全 性 方面 提出 了 更 为 苛刻 的 要 求 。 

基因 治疗 主要 有 ex vivo 和 in wwo 两 条 途径 : 

1. ex vivo 途径 

这 是 指 将 含 外 源 基 因 的 载体 在 体外 导入 人 体 自身 或 异体 (异种 ) 细 胞 ,这 种 细胞 被 称 
为 “基因 工程 化 的 细胞 ” ,经 体外 细胞 扩 增 后 输 回 人 体 。 这 种 方法 易于 操作 ,而 且 因 为 细 
胞 扩 增 过 程 中 对 外 源 添 加 物质 的 大 量 稀释 ,不 容易 产生 副作用 。 同 时 ,治疗 中 用 的 是 人 体 
细胞 ,尤其 是 自体 细胞 ,安全 性 好 。 但 是 ,这 种 方法 不 易 形成 规模 ,而 且 必 须 有 固定 的 临床 
基地 。 

2. in vivo 途径 

这 是 将 外 源 基 因 装 配 于 特定 的 真 核 细 胞 表达 载体 上 ,直接 导入 人 体内 。 这 种 载体 可 
以 是 病毒 型 或 非 病毒 型 ,甚至 是 宰 DNA。 这 种 方式 非常 有 利于 大 规模 工业 化 生产 。 但 
是 ,对 这 种 方式 导入 的 治疗 基因 以 及 其 载体 必须 证 明 其 安全 性 ,而 且 导 入 体内 之 后 必须 能 
进入 靶 细 胞 ,有 效 地 表达 并 达到 治疗 目的 。 因 此 ,在 技术 上 要 求 很 高 ,其 难度 明显 高 于 ex 
vivo 途径 。 


9.6.2 ”基因 治疗 中 的 病毒 载体 


用 于 基因 治疗 的 病毒 载体 应 具备 以 下 基本 条 件 : 
(1) 携带 外 源 基 因 并 能 装配 成 病毒 颗粒 。 
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(2) 介 导 外 源 基 因 的 转移 和 表达 - 

(3) 对 机 体 没 有 致 病 力 。 

因为 大 多 数 野生 型 病毒 对 机 体 都 具有 致 病 性 ,需要 对 其 进行 改造 后 才能 被 用 于 人 体 。 
理论 上 ,各 种 类 型 的 病毒 都 能 被 改造 成 病毒 载体 ,但 由 于 病毒 的 多 样 性 及 与 机 体 之 问 复杂 
的 依存 关系 ,人 们 至 今 对 许多 病毒 的 生活 周期 .分 子 生 物 学 .与 疾病 发 生发 展 的 关系 等 的 
认识 还 很 不 全 面 ,从 而 限制 了 许多 病毒 发 展 成 为 具有 实用 性 的 载体 。 到 目前 为 止 ,只 有 少 
数 几 种 病毒 如 反 转 录 病 毒 , 腺 病毒 及 腺 病毒 伴随 病毒 ,疱疹 病毒 (包括 单纯 疱疹 病毒 , 痘 苗 
病毒 及 EB 病毒 ) 等 被 成 功 地 改造 成 为 基因 转移 载体 。 

1. 病毒 载体 的 产生 

研究 病毒 载体 首先 要 对 病毒 的 基因 组 结构 和 功能 有 充分 的 了 解 ,最 好 在 获得 病毒 基 
因 组 全 序列 信息 的 基础 上 进行 。 病毒 基因 组 可 分 为 编码 区 和 非 编码 区 ,编码 区 的 序列 产 
生病 毒 的 结构 蛋白 和 非 结 构 蛋白 。 根 据 其 对 病毒 感染 性 复制 的 影响 ,又 可 分 为 必需 基因 
和 非 必需 基因 。 非 编码 区 中 含有 病毒 进行 复制 和 包装 等 功能 所 必需 的 顺 式 作用 元 件 。 各 
种 野生 型 病毒 颗粒 都 具有 一 定 的 包装 容量 , 即 对 所 包装 的 病毒 基因 组 的 长 度 有 一 定 的 限 
制 。 一 般 来 说 ,病毒 包装 容量 不 超过 白 身 基因 组 大 小 的 105% ~ 110%。 

最 简单 的 办 法 是 将 适当 长 度 的 外 源 DNA 插 人 病毒 基因 组 的 非 必需 区 ,包装 成 重组 病 
毒 颗粒 。 有 科学 家 将 4.5 kb 的 jac2 基因 表达 盒 插 入 HSV-1 病毒 的 UL44 (编码 糖 蛋 白 C) 
基因 的 Xba 工 位 点 中 ,构建 成 重组 HSV 病毒 。 由 于 UL44 基因 产物 对 于 HSV 病毒 在 培养 
细胞 中 产 毒 性 感染 是 非 必需 的 ,因此 ,该 重组 病毒 可 以 在 细胞 中 增殖 传代 。 用 这 种 重组 病 
毒 感染 细胞 ,发 现 /acZ 基因 能 进入 细胞 并 得 到 高 效 表达 。 

然而 ,这 样 的 重组 病毒 作为 基因 转移 载体 有 许多 缺点 。 首 先 ,许多 野生 型 病毒 可 通过 
在 细胞 中 的 复制 而 导致 细胞 裂解 死亡 ,或 带 有 病毒 癌 基 因而 使 细胞 发 生 转化 ,必须 经 过 
改造 使 其 成 为 复制 缺陷 型 病毒 并 且 删 除 致癌 基因 后 才能 用 于 基因 治疗 。 其 次 ,插入 外 源 
DNA 的 长 度 受 到 很 大 限制 ,尤其 对 于 基因 组 本 身 较 小 的 病毒 如 腺 病毒 伴随 病毒 (4.7 kb)、 
反 转 录 病 毒 (8 ~ 10 kb)、 腺 病毒 (36 kh), 如 果 不 去 除 病毒 基因 ,可 供 外 源 DNA 插入 的 容量 
就 很 小 ,要 删除 更 多 的 病毒 基因 以 腾 出 空间 以 插入 较 大 的 外 源 DNA。 为 了 增加 病毒 载体 
插入 外 源 DNA 的 容量 ,除了 删除 病毒 的 非 必需 基因 外 ,还 可 以 进一步 删 去 部 分 或 全 部 必 
需 基 因 ,这 些 必 需 基因 的 功能 由 辅助 病毒 或 宿主 细胞 提供 。 

2. 病毒 载体 的 分 类 

(1) 重组 型 病毒 载体 ”这 类 载体 以 完整 的 病毒 基因 组 为 改造 对 象 , 在 不 改变 病毒 复制 
和 包装 所 需 的 顺 式 作用 元 件 的 情况 下 ,有 选择 性 地 删除 病毒 的 某 些 必需 基因 尤其 是 前 早 
期 或 早期 基因 以 控制 其 表达 ,所 缺失 的 必需 基因 的 功能 由 同时 导 人 细胞 中 的 外 源 基因 表 
达 单 位 提供 。 一 般 通 过 同 源 重组 方法 将 目的 基因 搬 人 到 病毒 基因 组 中 。 

(2) 无 病毒 基因 的 病毒 载体 ”这 类 载体 可 以 看 做 是 重组 病毒 载体 的 一 种 极端 减 毒 情 
况 ,往往 由 重组 载体 和 辅助 系统 组 成 。 重 组 载体 主要 由 外 源 基因 表达 盒 .病毒 复制 和 包装 
所 必需 的 顺 式 作用 元 件 及 载体 骨架 组 成 . 辅助 系统 包括 病毒 复制 和 包装 所 必需 的 所 有 反 
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式 作用 元 件 。 在 辅助 系统 的 作用 下 ,重组 载体 以 特定 形式 ( 单 链 或 双 链 DNA 或 RNA) 被 
包装 到 不 含有 任何 病毒 基因 的 病毒 颗粒 中 .这 类 载体 的 优点 在 于 载体 病毒 本 身 安 全 性 好 ， 
容量 大 ;缺点 在 于 往往 需要 辅助 病毒 参与 载体 DNA 的 包装 ,造成 终 产品 中 辅助 病毒 污染 ， 
影响 其 应 用 。 

3. 病毒 载体 在 基因 治疗 中 的 应 用 

据 不 完全 统计 , 自 1990 年 开展 第 一 例 人 体 基因 治疗 以 来 ,已 进行 了 数 百 项 基因 治疗 
临床 试验 ,涉及 病人 上 千 人 ,其 中 2/3 以 上 的 临床 方案 应 用 了 病毒 载体 进行 基因 导入 。 不 
同 的 病毒 载体 具有 特定 的 生物 学 功能 ,决定 了 其 在 基因 治疗 中 的 应 用 ,去 9-9 列举 了 常用 
的 病毒 载体 的 特性 和 适用 范围 。 


表 9-9 常用 病毒 载体 的 特 福 和 适用 范 | 村 


病毒 载体 生物 学 特性 适用 范围 
到 转录 病毒 载体 可 感染 分 裂 细胞 ex vivo 基因 治疗 
整合 到 染色 体 中 肿 净 基因 治疗 
表达 时 间 较 长 
有 致癌 的 危险 
腺 病毒 载体 可 感染 分 裂 和 非 分 裂 细 胞 in vivo 基因 治疗 
不 整合 到 染色 体 中 肿瘤 基因 治疗 
外 源 基因 表达 水 平 商 疫苗 
表达 时 间 较 短 
免疫 原 性 强 
腺 病毒 伴随 病毒 载体 可 感染 分 烈 和 非 分 裂 细胞 加 vivo 基因 治疗 
整合 到 染色 体 中 ex vivo 基因 治疗 
无 致 病 性 ,免疫 原 性 能 遗传 病 基因 治疗 
可 长 期 表达 外 水 基因 获得 性 慢性 疾病 的 基因 治疗 
在 骨骼 肌 .心肌 、 肝 ,视网膜 等 组 织 
中 表达 水 平 较 高 
疱 根 病毒 载体 具 哮 神经 性 , 可 逆 轴 突 传 递 神经 系统 疾病 的 基因 治疗 
可 潜伏 感染 肿瘤 的 基因 治疗 
容量 大 


可 感染 分 绚 和 非 分 询 细 胞 


4. 基因 治疗 中 的 问题 

基因 治疗 要 取得 突破 ,必须 在 基因 导 人 系统 ,基因 表达 的 可 控 性 及 获得 更 多 更 好 的 治 
疗 基因 这 三 个 方面 下 工夫 。 

(1) 靶 向 性 基因 导入 系统 ”基因 治疗 中 的 关键 问题 是 必须 将 治疗 基因 送 入 特定 的 靶 
细胞 ,并 在 该 细胞 中 得 到 高 效 表 达 。 这 对 于 恶性 肿瘤 治疗 尤为 重要 ,如 果 不 能 有 效 地 将 治 
疗 基因 导入 大 多 数 肿 瘤 细 胞 , 则 至 少 要 求 它 尽 可 能 不 进入 或 较 少 进入 正常 细胞 。 因 此 , 目 
前 针对 恶性 肿瘤 的 免疫 基因 治疗 仍 按 ex vivo 形式 操作 ,很 少 有 体内 直接 导 人 的 治疗 模式 。 
病毒 型 载体 中 , 除 直接 注射 人 痛 体 外 , 若 用 全 身 给 药 , 在 肿瘤 细胞 中 分 布 极 低 , 很 难 期 望 达 
到 治疗 作用 。 当 务 之 急 , 是 要 尽快 建立 靶 向 性 导 人 系统 。 

(2) 外 源 基 因 表达 的 可 控 性 ”由 于 电 脉 冲 介 导 裸 DNA 技术 的 改进 ,科学 家 已 能 将 许 
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多 基因 ,如 分 泌 性 蛋白 基因 (包括 生长 因子 .激素 ,细胞 因子 ,可 溶性 受 体 ) 导 人 肌肉 并 维持 
相当 时 间 的 表达 ,已 达到 可 发 挥 药 效 的 水 平 。 但 是 ,如 果 这 些 基 因 导 入 后 表达 处 于 无 调控 
状态 ,将 会 造成 严重 后 果 。 

最 理想 的 可 控 性 是 模拟 人 体内 基因 本 身 的 调控 形式 。 这 是 今后 长 期 的 追求 目标 , 需 
要 全 基因 或 包括 上 下 游 的 调控 区 及 内 含 子 序列 ,将 对 导入 基因 的 载体 系统 产生 严峻 的 挑 
战 , 因 为 今后 设计 的 载体 须 有 几 十 千 碱 基 对 甚至 上 百 千 碱 基 对 的 包装 能 力 。 表 8-9 中 列 
举 了 已 报道 的 诱导 系统 ,其 基本 原理 如 图 9-31, 其 中 大 部 分 仅 在 体外 有 效 。 以 酵母 gal4 
系统 为 例 ,在 目的 基因 上 游 区 接 上 gal4 的 顺 式 作用 元 件 ,所 用 的 激活 蛋白 是 一 个 带 有 疱 
疹 病 毒 VP16/gal4 DNA 结合 区 的 孕 酮 受 体 的 变异 体 。 该 变异 体 (PR-LBDA ) 只 能 与 孕 柄 
的 颜 颜 剂 ( RU486) 相 结合 而 不 与 孕 酮 或 其 他 衍生 物 结合 。 当 体系 中 不 存在 RU486 时 , 治 
疗 基因 的 表达 水 平 极 低 ; 而 给 予 RU486 后 ,RU486 与 PR-LBDA 结合 ,激活 VP16, 杂 种 激 
活 蛋白 形成 二 体 并 通过 gal4 DNA 结合 区 与 治疗 基因 上 游 区 的 gal4 顺 式 作用 元 件 结合 ， 
动 治疗 基因 的 表达 。 





| 图 一 小 分 子 诱导 物 

A 一 “活化 ”功能 区 

-< 被 激活 的 活化 功能 区 
B 一 一 DNA 结合 区 


CIS 一 一 基因 远 端 的 顺 式 作用 元 件 
\ 一 一 启动 子 
G 一 一 目的 基因 








(3) 治疗 基因 过 少 ”目前 用 于 临床 试验 的 治疗 基因 数量 很 少 。 绝 大 部 分 多 基因 疾病 ， 
如 恶性 肿瘤 ,高 血压 ,糖尿 病 . 冠 心病 ,神经 退行 性 疾病 的 致 病 基 因 还 有 待 曾 明 ,因此 ,可 选 


96 ”基因 苔 打 


图 9-31 导入 基因 
的 表达 诱导 框架 图 
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择 的 靶 基 因 不 多 。 只 有 尽快 发 现 并 克隆 大 基 的 功能 基因 ,迅速 确定 其 调控 序列 ,基因 治疗 
才能 获得 更 大 的 发 展 - 


9.6.3 ”基因 治疗 中 的 非 病 毒 载体 


病毒 载体 存在 许多 不 足 ,主要 体现 在 免疫 原 性 高 .毒性 大 、 目 的 基因 容量 小 、 靶 向 特异 
性 差 ,制备 较 复杂 及 费用 较 高 等 。 现 在 ,人 们 愈 来 愈 重 视 人 工 合成 的 非 病毒 载体 的 研究 。 
目前 常用 的 非 病毒 载体 包括 宰 DNA (naked DNA). 脂 质 体 载体 (liposome vector) 及 阳离子 
多 聚 物 型 载体 (cationic polymer vector) 等 。 

1. 裸 DNA 

裸 DNA ,又 称 自由 DNA ,是 结构 最 简单 的 非 病 毒 载体 。 使 用 裸 DNA 进行 基因 治疗 的 
最 大 困难 在 于 如 何 将 目的 基因 导入 相应 的 细胞 并 得 到 有 效 而 长 期 的 表达 。 主 要 通过 物理 
或 机 械 方法 (如 直接 注射 或 基因 枪法 ) 将 DNA 导入 适当 部 位 (如 皮肤 、 骨 骼 肌 、 肝 支气管 
内 ,心肌 和 瘤 体内 )。 当 用 于 激发 免疫 反应 时 又 称 为 DNA 疫 菌 (DNA vaccine), 是 一 种 非常 
有 和 希望 的 疫苗 方式 。 

基因 枪 方法 又 叫 微粒 稻 击 技术 , 它 采 用 能 自发 吸收 DNA 的 钨 或 金 微粒 ,通过 高 压 电 
所 产生 的 高 能 电弧 促使 被 DNA 包 训 着 的 金属 颗粒 产生 极 高 的 速度 ,有 效 穿 透 单 细 胞 层 或 
靶 器 官 从 而 将 DNA 导 和 人 培养 细胞 或 动物 组 织 中 。 

裸 DNA 虽 能 有 效 运转 并 表达 目的 基因 ,但 缺乏 靶 向 性 ,并 且 只 能 在 局 部 作用 ,不 能 转 
染 大 量 细 胞 ,经 常 需要 进行 外 科 手 术 以 暴露 靶 器 官 ,使 用 时 局 限 性 较 大 。 

2. 脂 质 体 /DNA 复合 物 

脂 质 体 是 具有 双 层 膜 的 封闭 式 粒子 ,它们 能 促进 极 性 大 分 子 穿 透 细胞 膜 。 根 据 脂 质 
体 包 衷 DNA 的 方式 不 同 可 将 脂 质 体 分 为 阳离子 脂 质 体 .阴离子 脂 质 体 .pH 敏感 脂 质 体 及 
融合 脂 质 体 等 - 

阳离子 脂 质 体 是 目前 最 常用 的 脂 质 类 型 , 它 主要 由 带 正 电荷 的 脂 质 及 中 性 辅助 脂 质 
组 成 ,两 者 通常 是 等 摩尔 混合 。 由 于 电荷 的 相互 作用 ,阳性 电荷 的 脂 质 体 和 带 负 电荷 的 
DNA 之 间 可 以 有 效 地 形成 复合 物 , 制 备 时 只 需 将 二 者 直接 混合 形成 复合 物 , 不 受 基因 体 
积 大 小 的 限制 。 

脂 质 的 化 学 结构 .组 成 对 载体 的 活性 和 毒性 有 很 大 的 影响 。 具 有 多 个 正 电荷 头 部 的 
脂 质 体 转 染 率 较 高 ,这 可 能 是 因为 它 与 DNA 结合 更 牢固 。 脂 质 体 在 酸性 环境 中 与 细胞 膜 
结合 能 力 大 大 降低 ,在 细胞 间 的 转运 也 取决 于 脂 质 体 中 类 脂 的 成 分 。DC-Chol/DOPE 阳 
离子 脂 质 体 是 第 一 个 被 批准 用 于 人 体 的 脂 质 体 。 由 于 制备 技术 的 不 稳定 性 ,对 技 细 胞 的 
毒性 和 试剂 价格 较 贵 等 原因 ,其 应 用 受到 了 一 定 的 限制 。 

细胞 摄取 脂 质 体 主要 通过 内 天 途径 , 脂 质 体 与 其 内 含 物 遇 到 溶 酶 体 即 被 降解 。pH 敏 
感 脂 质 体 可 在 一 定 程度 上 避免 溶 酶 体 降解 并 增加 DNA 摄取 量 和 稳定 性 。pH 敏感 脂 质 体 
的 原理 是 酸性 条 件 下 脂肪 酸 羧 基质 子 化 ,形成 六 角 晶 相 发 生 膜 融 合 。 在 形成 内 吞 小 泡 进 
入 溶 酶 体 之 前 ,由 于 pH 从 7.4 降 至 5.3 ~6.3,pH 敏感 脂 质 体 与 内 吞 小 泡 膜 融合 ,将 内 含 
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物 导 入 胞 质 基质 。 这 类 脂 质 体 主要 申 一 汕 酰 胆 碱 (DOPE) 胆 固 醉 和 油 酸 以 4: 4 : 2( 摩 
尔 比 ) 组 成 , 脂 质 成 分 中 常用 的 DOPE 决定 了 脂 质 体 在 中 性 pH 条 件 下 的 稳定 性 和 酸性 条 
件 下 与 细胞 融合 的 能 力 。 

pH 敏感 脂 质 体 虽然 通过 静电 吸附 与 细胞 膜 产 生 非 特异 性 相互 作用 ,转运 效率 比 普通 

缘 质 体高 ,但 实际 上 也 只 有 10% 的 基 央 释放 至 细胞 质 基质 中 ,其余 仍 在 溶 酶 体 中 降解 。 

3. 多 聚 物 /DNA 复合 

由 于 DNA 带 负电 ,利用 阳离子 多 聚 体 的 氨基 基 团 的 正 电荷 与 DNA 的 磷酸 基 团 结合 
发 生 电 性 中 和 ,可 以 使 DNA 缩合 形成 稳定 的 多 聚 复合 物 (polyplex), 不 易 被 核酸 酶 降解 ， 
并 可 防止 沉淀 ,从 而 提高 转 染 效率 。 此 外 ,复合 体 大 小 80 ~ 100 nm, 带 正 电荷 ,可 与 细胞 
表面 带 负电 荷 的 受 体 结合 ,因此 能 有 效 地 被 内 乔 摄 入 , 介 导 基因 转移 。 常 见 的 阳离子 多 聚 
体 有 多 聚 左旋 赖 氨 酸 、 鱼 精 蛋白 .组 蛋白 .多 聚 乙 胺 .多 聚 乙烯 亚 胺 和 星 状 树 突 体 等 ,可 以 
分 别 形成 线形 .分 枝 形 ,球形 或 类 球体 状 结构 。 虽 然 多 聚 阳离子 型 载体 系统 具有 合成 比较 
方便 .安全 无 毒 的 特点 ,但 是 ,单独 使 用 多 办 阳 离子 同样 具有 基因 转移 组 织 特异 性 和 靶 向 
性 差 .体内 基因 转移 效率 较 低 等 缺点 ,有 待 于 进一步 改善 和 提高 。 

4. DNA 微 球体 (DNA-nanospheres) 

白明 胶 和 聚 氨 基 葡萄 糖 等 生物 高 聚 物 属 阳离子 复合 物 ,能 与 DNA 形成 大 小 为 
200 ~ 750 nm 的 微 球 体 复 合 物 。 白 明胶 和 聚 氨 基 葡萄 糖 等 有 如 下 特点 :四 它们 是 可 降解 
生物 材料 ;@@ DNA 可 均一 地 分 布 在 微 球体 中 , 免 于 被 DNA 酶 降解 ;G@ 可 与 活性 物质 共 包 
装 实现 靶 向 运输 ,增加 了 基因 治疗 的 可 能 性 ;名 储存 方便 稳定 ;@ 可 以 达到 可 控 持 续 释 
放 , 延 长 了 基因 表达 时 间 ;@ 毒 性 低 . 


思考 题 


. 癌症 已 经 成 为 威胁 入 类 健康 的 主要 杀手 ,根据 你 所 了 解 的 知识 , 简 述 癌症 为 何 具有 如 此 大 的 危害 ?对 
于 癌症 的 防治 为 何如 此 困难 ? 

. 如 果 你 是 一 家 生物 技术 公司 的 CEO 或 者 负责 技术 的 高 层 人 员 , 有 人 向 你 推荐 一 种 治疗 癌症 的 特效 
药 ,寻求 与 你 们 公司 合作 。 你 将 在 哪些 方面 对 这 种 药物 进行 评价 ? 

. HIV 是 通过 攻击 人 体内 T4 淋巴 细胞 ,使 入 体 的 免疫 系统 遭 到 破坏 而 致 病 的 。 能 不 能 对 艾滋 病 病 人 
进行 定时 输入 ,通过 基因 工程 生产 的 特定 T4 淋巴 细胞 而 延长 其 生命 ”主要 存在 哪些 技术 上 的 障碍 ? 

. 人 类 为 防治 HIV 做 了 大 量 的 丁 作 ,但 是 HIV 用 高 的 变异 速度 以 逃避 人 体 的 免疫 系统 和 药物 ,为 什么 

HIV 的 变异 如 此 之 快 ? HIV 的 变异 有 无 规律 ?主要 在 哪些 方面 发 生变 异 ? 

不 同人 感染 HIV 和 HBV 病毒 在 人 体内 潜伏 的 时 间 存 在 很 大 差异 ,有 哪些 原因 ? 

HIV 最 初 的 宿主 是 猩猩 ,而 猩猩 与 人 类 的 基因 组 几乎 完全 相同 。 问 为 何 HIV 病毒 在 这 两 种 生物 中 有 

不 同 的 危害 人 类 是 否 可 借助 猩猩 抵御 HIV 的 方式 防治 HIV ? 

7. 比较 SARS-Cov 引起 的 非典 和 人 禽 流 感 , 哪 种 病 在 流行 上 易于 控制 ? 为 什么 ? 

病毒 致癌 基因 很 多 是 宿主 本身 的 原 交 基因 , 问 这 种 选择 对 于 病毒 本 身 有 何 意义 ? 

基因 治疗 比较 难于 推广 应 用 的 主要 原因 是 载体 。 简 述 病毒 载体 和 非 病毒 载体 的 优 缺 点 并 比较 二 者 的 

10. 假如 你 得 到 一 个 据说 通过 改造 并 适合 作为 基因 治疗 载体 的 病毒 ,你 将 如 何 分 析 这 种 可 行 性 ”主要 在 

哪些 方面 做 改造 ?你 将 如 何 测试 改造 后 的 病毒 载体 的 效 党 和 安全 性 ? 
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1o1 ” 果 蝇 的 发 育 与 调控 
1o2 ”高 等 植物 花 发 育 的 基因 调控 
103 ”控制 植物 开花 时 间 的 分 子 机 理 
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果 蝇 的 发 


10.1 “ 果 蝇 的 发 育 与 调控 


果 蝇 是 一 种 双 翅 目 昆 虫 ,其 幼虫 和 成 虫 依赖 于 正在 腐烂 的 果实 。 果 蝇 的 个 体 小 、 
生命 周期 快 、 繁 殖 容易 ,每 只 肉 虫 两 周 就 可 以 产生 约 300 个 后 代 。 此 外 , 果 蝇 的 巨大 多 
线 染色 体 特 性 使 它 最 适合 于 遗传 分 析 和 基因 定位 ,是 基因 与 发 育 领域 最 好 的 模式 生物 
之 一 。 

果 蝇 发 育 在 25 下 9 ~- 14 天 为 一 个 周期 四 0, 其 中 第 一 天 为 胚胎 发 育 期 ,幼虫 
经 历 3 个 阶段 ,到 第 四 天 晓 皮 分 化 后 晴 化 (popation), 在 晴 中 经 过 5 天 的 变态 ,再 发 育 为 
成 虫 。 





成 虫 


变态 


晴 化 
幼虫 期 


多 化 


体 节 形成 
器 官 发 生 








原 肠 胎 形成 
胎盘 形成 


受精 卵 











第 10 章 ”基因 与 发 育 


10.1.1 “卵子 发 育 与 卵 裂 


果 蝇 卵 在 卵 策 管 中 形成 ,卵巢 管 被 横向 的 管 壁 分 成 许多 小 室 所 !0-2,。 卵 原 细 胞 经 过 
4 次 有 丝 分 裂 成 为 16 个 细胞 , 称 为 并 合体 (fusomes) 的 这 些 细胞 通过 胞 质 桥 构成 内 部 连 
接 ,其 中 之 一 以 后 将 发 育成 为 卵 母 细胞 (oocyte), 其 余 15 个 姐妹 细胞 将 发 育成 为 抚育 细胞 
(nurse cell)。 卵 母 细 胞 为 双 倍 体 , 完 成 减 数 分 裂 后 成 为 单 倍 体 。 抚 育 细 胞 由 于 反复 进行 
DNA 复制 而 成 为 多 倍 体 。 


9.99 88 5 


卵 原 细胞 
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图 10-2 果 蜀 卵子 
形成 过 程 示意 图 
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图 10-3 果 蛇 的 卵 
裂 过 程 简 图 


图 10-4 书馆 果 蝇 
1 龄 幼虫 形体 结构 
模式 
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果 蝇 的 胚胎 发 育 非 常 快 ,在 产 卵 后 立即 开始 ,并 在 
-天 内 孵化 成 幼虫 富 10-3。 细 胞 核 以 每 9 min 一 次 的 
高 频率 复制 ,直至 达到 约 有 6 000 个 核 出 现 为止 。 在 
这 段 时 间 , 卵 子 发 育成 为 一 个 人 台 胞 体 (syncytium)。 当 
出 现 256 个 以 上 的 细胞 核 时 ,这 些 细胞 核 开 始 向 卵 的 
外 周 移动 ,并 定位 到 皮层 组 织 。 此 时 ,细胞质 膜 沿 核 间 
内 陷 , 细 胞 质 环 绕 每 个 核 封 闭 成 一 个 个 小 室 ( 细 胞 产 
生 ), 这 就 是 细胞 胚 盘 期 。 胚 盘 的 腹部 构成 生殖 带 , 产 
生 有 上 胚胎 固着 层 。 在 果 蝇 的 细胞 胚 盘 产生 以 后 ,其 身体 
的 发 育 和 形成 从 生殖 带 腹部 开始 ,并 发 展 到 卵 背 侧 , 整 
个 发 育 过 程 涉及 中 胚层 的 形成 .神经 索 和 脑 的 形成 等 
过 程 。 











10.1.2 ”胚胎 发 育 


果 蝇 的 卵 .胚胎 .幼虫 和 成 体 具有 明确 的 前 - 后 轴 和 背 - 腹 轴 。 果 蝇 形 体 模式 的 形成 
按 前 - 后 轴 和 背 - 腹 轴 进行 。 果 蝇 胚 胎 和 幼虫 均 沿 前 - 后 轴 显 示 规 律 性 分 节 , 分 属 3 个 
解剖 区 ,从 前 到 后 分 别 被 称 为 头 节 .3 个 胸 节 及 8 个 腹 节 。 果 蝇 幼 虫 的 前 后 端 又 特 化 产生 
原 头 和 尾 节 ' 针 107 








| 
胸部 体 节 腹部 体 节 





1. 母 源 效应 基因 与 前 - 后 轴 极 性 形成 

早 在 20 世纪 初 ,胚胎 学 家 就 已 经 注意 到 很 多 动物 受精 卵 中 特定 部 位 的 细胞 质 定位 与 
胚胎 发 育 直接 相关 。 如 果 使 果 蝇 卵 前 端 少量 的 细胞 质 流失 ,该 卵 发 育成 的 胚胎 就 会 缺失 
头 部 和 胸部 。 这 种 缺失 突变 体 与 后 来 发 现 的 hicoid 突变 体 的 表 型 相似 。 卵 后 端的 细胞 质 
流失 时 ,胚胎 缺失 腹部 而 并 不 影响 最 后 的 尾 节 。 卵 子 其 他 部 位 细胞 质 的 少量 流失 不 会 影 
响 整 个 身体 模式 形成 ,说 明 卵 子 前 ,后 端的 细胞 质 中 含有 决定 果 蝇 身体 模式 形成 有 关 的 信 
息 物 质 存在 。 

果 蝇 胚胎 发 育 过程 中 的 合 胞 体 相 当 于 一 个 多 核 细 胞 ,这 是 果 蝇 胚胎 发 育 的 结构 基础 。 
mRNA 蛋白 质 等 物质 可 以 在 某 些 因子 作用 下 通过 扩散 运输 、 合 成 .降解 等 机 制 ,在 这 个 
细胞 内 形成 浓度 不 对 称 分 布 。 因 为 卵 母 细胞 自身 细胞 核 不 具 转 录 活 性 ,所 以 果 蝇 胚胎 轴 
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决定 是 在 母 源 效 应 基因 (maternal effect gene) 而 非 胚 胎 本 身 基因 的 调控 下 发 生 的 。 所 谓 母 
源 效应 基因 是 指 那些 由 母 源 扰 育 细胞 及 滤 泡 细胞 (follicle cell) 等 利用 自身 的 基因 和 细胞 
资源 提供 遗传 信息 和 营养 物质 ,然后 输 和 人 到 卵 母 细胞 中 的 基因 。 这 些 基因 在 母体 输卵管 
中 的 抚育 细胞 或 滤 泡 细胞 中 很 活跃, 它们 转录 产生 的 mRNA 以 核 蛋白 形式 运输 到 卵子 中 
发 挥 作用 。 至少 已 发 现 4 组 母 源 效应 基因 与 果 蝇 胚 轴 的 形成 有 关 , 其 中 3 组 参与 胚胎 前 - 
后 轴 , 印 前 端 系统 决定 头 和 胸部 的 分 节 , 后 端 系统 决定 腹部 的 分 节 , 未 端 系 统 决定 胚胎 两 
端 不 分 节 的 原 头 区 和 尾 节 , 第 四 组 基因 决定 胚胎 的 背 - 腹 轴 - 

在 卵细胞 受精 之 前 ,bjicoid mRNA 、manos mRNA 由 抚育 细胞 分 泌 进 入 卵 母 细 胞 ,bjicoid 
mRNA 与 RNA 结合 蛋白 swallow、exuperantia 、staufen 等 结合 后 在 微 管 作用 下 被 锦 定 在 卵 
细胞 前 端 。nanos mRNA 则 与 RNA 结合 蛋白 tudor .oskar 等 结合 后 在 微 管 作 用 下 被 运送 到 
后 端 。 这些 mRNA 分 子 的 浓度 梯度 使 bicoid 蛋白 在 果 蝇 的 胚胎 发 育 阶段 产生 由 前 向 后 
的 梯度 性 递减 ,而 nanos 蛋白 则 呈 梯 度 性 递增 分 布 。 

果 蝇 胚胎 .幼虫 和 成 虫 的 前 后 极 性 均 源 于 卵子 期 发 生 的 极 性 。bicoid 和 hunchback 调 
控 胚 胎 前 端 结构 的 形成 ,nanos 和 caudal 调控 胚胎 后 端 结构 的 形成 。 

bicoid 蛋白 是 含有 同 源 域 . 兼 有 具 DNA 及 RNA 结合 能 力 的 转录 因子 ,其 转录 激活 作 
用 存在 显著 的 阔 值 效应 。 高 浓度 的 bicoid 蛋白 会 激活 orthodenticle 等 基因 在 胚胎 前 端 
表达 ,而 低 浓度 的 bicoid 蛋白 会 激活 hunchback 等 基因 的 表达 (月 1035。bicoid 蛋白 这 种 
在 转录 水 平 的 激活 或 者 抑制 作用 使 间隙 基因 (gap gene) 在 胚胎 中 形成 了 梯度 分 布 。 另 
外 ,bicoid 蛋白 可 结合 到 caudal mRNA 的 3'UTR (3un-translated region) 上 , 与 mRNA 上 
的 $ 帽子 结合 蛋白 ($'cap binding protein) elF4E (eukaryotie initiation factor 4E) 发 生 相 互 
作用 ,阻碍 elF4E 与 eIF4G 的 识别 ,进而 阻碍 了 核糖 体 大 ,小 亚 基 在 SUTR 上 的 组 装 ， 
抑制 caudal mRNA 的 翻译 。 所 以 ,caudal 蛋白 主要 分 布 在 bicoid 蛋白 水 平 较 低 的 胚胎 
后 端 。 

研究 发 现 ,nanos 蛋白 可 能 对 hunchback mRNA 的 翻译 具有 抑制 作用 ,使 hunchback 蛋 
白 含量 在 果 蝇 的 胚胎 发 育 过 程 中 由 前 向 后 端 逐渐 降低 ,而 caudal 蛋白 的 含量 则 正好 相反 ， 
由 前 向 后 端 渐次 增高 (外 10-6)- 

2. 分 节 基 因 

果 蝇 身体 的 分 节 是 分 步 发 生 的 。 母 源 效应 基因 表达 后 ,首先 激活 间隙 基因 表达 ,再 由 
间隙 基因 激活 成 对 控制 基因 (pair-rule gene), 由 成 对 控制 基因 激活 体 节 极 性 基因 (segment 
polarity gene) 表达 。 同 时 , 间 院 基因 成 对 控制 基因 及 体 节 极 性 基因 产物 与 同 源 异 形 基因 
(homeolic gene) 上 游 调 控 区 发 生 相 互 作 用 ,调节 同 源 异 形 基因 表达 ,最 终 决 定 了 每 个 体 节 
的 命运 (图 10-7)。 

在 合 胞 体 和 胚层 中 ,胚胎 细胞 开始 转录 和 表达 自身 基因 产物 ,其 中 有 许多 是 转录 调控 
因子 。 这 些 因 子 在 果 蝇 身体 内 并 不 沿 身体 呈 均 匀 分 布 ,而 是 在 空间 上 被 限制 在 某 些 被 称 
为 表达 区 (expression zone) 的 区 域内 形成 特殊 的 表达 模式 。 目 前 已 克 降 了 大 约 25 个 参与 
体 节 精细 结构 形成 的 基因 。 


10.1 果 蝇 的 发 有 与 调控 
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图 10-5 bicoid 型 
白 作 用 机 制 示 意图 (a) 


ei ie bicoid mRNA ) 
denticle MRNA ,hunch— 
back mRNA 及 caudal 
贷 白 浓度 梯度 示意 图 ; 
(b) bicoid 蛋白 转录 调 
控 作 用 ; (c bicoid 化 
白 的 翻译 抑制 机 人 制 
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图 10-6 四 种 母 源 「 
效应 基因 的 mRNA 
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图 10-7 果 曙 胚胎 模式 建立 过 程 中 关键 基因 的 图 10-8 ”三 组 参与 胚胎 发 育 早 期 体 节 分 化 基因 
表达 顺序 的 表达 谱 分 析 


(a) 间隙 基因 (Kriippel,Kr); (b) 成 对 规划 基因 (eve); 
(ec) 本 节 极 化 基因 (engrailed en) 


(1) 间 院 基因 “这 类 基因 包括 hunchback (hp)、Kriippel 和 Knirmps (kni) 等 。 这 些 基因 

的 表达 很 有 特点 ,最 初 在 整个 胚胎 中 都 有 很 弱 的 表达 ,以 后 随 着 卵 裂 的 进行 而 逐渐 变 转 成 
- 些 不 连续 的 表达 区 带 ' 图 08)。 

(2) 成 对 控制 基因 ”这些 基因 一 般 以 两 个 体 节 为 单位 相互 间隔 一 个 副 体 节 表达 ,其 分 
布 具有 周期 性 。 成 对 控制 基因 的 功能 是 把 间隙 基因 确定 的 区 域 进一步 分 化 成 体 节 。 成 对 
控制 基因 的 表达 是 胚胎 出 现 分 节 的 最 早 标志 之 一 ,它们 的 表达 模式 较为 独特 , 沿 前 - 后 轴 
形成 一 系列 斑马 纹 状 的 条 带 分 布 , 正 好 把 胚胎 分 为 预定 的 体 节 。 

(3) 体 节 极 性 基因 ”发育 到 细胞 圳 胚 期 时 , 体 节 极 性 基因 就 把 不 同体 节 再 进一步 划 
分 成 更 小 的 条 纹 ! 鲜 10-9)。 当 果 蝇 体 节 极 性 基因 发 生 突变 时 ,每 个 体 节 都 会 缺失 一 个 特定 
的 区 域 。engrailed (en) 和 wingless (wg) 基因 是 两 个 最 重要 的 体 节 极 性 基因 。en 基因 在 每 
一 副 体 节 最 前 端的 一 列 细胞 中 表达 ,而 wg 基因 的 表达 区 域 恰好 位 于 en 基因 表达 带 之 前 。 
所 以 ,这 两 个 基因 表达 区 域 的 界线 正好 是 确立 副 体 节 的 界线 。en 和 wg 基因 表达 的 起 始 
受 含有 同 源 异形 框 的 成 对 控制 基因 eve 和 fiz 等 编码 转录 调节 因子 的 制约 。en 基因 在 fiz 
和 eve 基因 产物 的 浓度 达到 一 定 阅 值 以 后 时 才能 被 激活 ,但 wg 基因 的 活化 浓度 显著 低 于 
这 一 阔 值 。 


10.1 ” 果 蝇 的 发 有 与 调控 


图 10-9 末 昨 的 
体 节 特征 (al) 与 用 
ENGRAILED 抗体 检 
测 的 该 基因 的 表达 
(bh) 相 吻 合 


图 10-10 wr 基因 
在 控制 果 蜗 且 胎 未 
映 的 分 化 中 的 作用 
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10.1.3” 果 蝇 的 末端 系统 及 背 腹 极 性 基因 与 发 育 调控 


如 果 控 制 前 端 和 后 端 系统 的 基因 都 发 生 突变 , 果 蝇 胚胎 仍 可 产生 某 些 前 后 模式 ,并 发 
育成 具有 两 个 尾 节 的 胚胎 ,暗示 还 存在 第 三 个 前 - 后 轴 确 定 系统 , 即 末 端 系统 。 未 端 系统 
| | 包括 约 9 个 母 源 效应 基因 。 这 些 基因 缺失 会 
导致 胚胎 的 前 端 原 头 区 和 后 端 尾 节 ( 不 分 节 
部 分 ) 缺失 。 在 这 个 系统 中 发 挥 关键 作用 的 
是 tor 基因。 该 基因 编码 一 种 跨 膜 酷 氨 酸 激 
酶 受 体 ,其 N 端 序列 位 于 细胞 膜 外 ,C 端 位 于 
膜 内 。 在 卵子 发 育 中 ,tor 基因 在 整个 合 胞 体 
胚胎 的 表面 表达 '1010。 受 精 后 配 体 被 释放 
并 穿 过 卵黄 膜 进 入 卵 周 阶 。 只 有 当 凸 胎 前 ,后 
末端 细胞 外 存在 配 体 (信号 分 子 ) 时 ,才能 使 
itor 特异 性 活化 ,导致 胚胎 前 后 末端 细胞 特 化 。 

母 源 性 lo1 mRNA 产物 是 卵细胞 的 跨 膜 受 体 ,其 作用 是 感知 外 部 信号 并 提示 胚胎 在 
何 处 产生 腹 侧 外 10-1)。TOLL 受 体 与 调控 果 蝇 腹 侧 发 育 的 外 部 信号 可 能 是 由 一 种 蛋白 酶 
从 锚 定 复合 体 中 释放 出 ,并 定位 于 卵细胞 周围 外 卵黄 膜 上 或 附近 的 母 源 效 应 基因 spatz/ 
的 表达 产物 。 因 为 只 有 在 腹 侧 的 受 体能 找到 配 基 , 所 以 ,spatz/ 前 体 定位 于 卵子 的 腹 侧 
而 不 是 背 侧 。 被 配 基 占 据 的 受 体能 使 DORSAL 蛋白 磷酸 化 从 而 引起 DORSAL 蛋白 的 重 
新 分 布 ,保证 胚胎 腹 侧 的 细胞 核 中 DORSAL 蛋白 浓度 较 高 。 当 胚胎 中 DORSAL 基因 发 
生 缺 失 时 ,胚胎 不 能 产生 上 腹 侧 结构 ,整个 个 体 将 呈现 背 侧 外 观 。 这 个 胚胎 被 称 为 背部 化 
(dorsalized) 胚胎 。 


10.1.4 果 蝇 的 同 源 异 形 基因 


同 源 异 形 基因 最 终 决定 身体 体 节 命运 。 身 体 的 部 分 最 终 是 发 育成 为 无 翅 的 前 胸 还 是 
有 翅 的 中 胸 ,是 有 平衡 器 的 后 胸 还 是 腹部 的 体 节 ,都 是 由 同 源 异 形 基因 决定 的 。 在 果 蝇 中 
同 源 异形 基因 统称 HOM 复合 体 (HOM-C)。 大 多 数 同 源 异形 基因 位 于 第 三 号 染色 体 上 ， 
排 成 两 秘 。 一 簇 称 为 触角 复合 体 (Antp-C); 另 一 簇 称 为 双 胸 复合 体 (BX-C)。 同 源 异形 基 
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图 10-11 人 果 蝇 背 腹 轴 形 态 发 牛 过 程 中 DORSAL 仿 自 的 分 布 直 意 图 


因 的 存在 是 通过 一 系列 非常 引 人 注 目的 突变 而 得 以 「 
证 实 的 。 果 蝇 的 触角 足 基 因 (4mtennapedia) 突变 就 
是 一 个 典型 的 例证 。 这 种 突变 使 果 蝇 的 触角 转变 为 
足 ' 久 Im0-P。 典 型 的 同 源 异 形 基 因 不 参与 基本 躯干 的 
建成 ,也 不 参与 体 节 和 肢 芽 的 完善 ,它们 只 保证 体 节 
或 肢 芽 的 最 终 典 型 特征 。 若 将 调控 形成 头 胸 体 节 的 
5 个 Antp-C 基因 或 参与 胸 腹 体 节 形 成 的 3 个 BX-C 
基因 突变 ,可 产生 惊人 的 同 源 异 形 转 换 (homeotic 

















transformation), 使 形态 正确 的 结构 长 到 了 错误 的 地 
方 。 在 触角 足 基 因 显 性 突变 中 ,该 基因 在 头 以 及 胸部 表达 ,使 头 结构 部 分 转变 成 胸 体 节 。 
因为 该 体 节 要 承受 的 是 腿 而 非 触角 ,所 以 , 头 部 出 现 了 两 条 腿 。 


10.2 ”高 等 植物 花 发 育 的 基因 调控 


高 等 植物 开花 的 调控 长 期 以 来 备 受 关注 ,对 这 个 问题 的 探索 可 追溯 到 20 世纪 初 有 关 
碳 / 氮 比 对 开花 迟早 影响 的 学 说 ,30 年 代 关 于 开花 素 的 学 说 和 春 化 的 概念 ,70 年 代 所 提 
出 的 关于 植物 由 营养 生长 过 渡 到 生殖 生长 前 的 感受 状态 理论 。 这 个 时 期 对 开花 的 探索 主 
要 着 重 于 植物 的 形态 ,生理 学 以 及 环境 的 影响 等 方面 ,也 从 遗传 学 角度 利用 植物 本 身 的 突 
变 体 或 用 人 工 创造 的 突变 体 对 植物 的 开花 提出 了 一 些 新 的 概念 ,并 根据 分 生 组 织 的 形态 
特征 ,将 植物 从 营养 生长 到 生殖 生长 的 转变 分 为 3 个 阶段 , 即 营养 分 生 组 织 阶段 ,花序 分 
生 组 织 发 生 阶段 和 花 分 生 组 织 发 生 阶 段 。 随 着 植物 分 子 生 物 学 技术 的 不 断 完善 ,尤其 是 
有 关 克 隆 技 术 和 诱 变 技术 的 出 现 , 人 们 已 从 模式 植物 如 拟 南 并 (4Arabidopsis thaliana) 或 金 
鱼 草 (4Antirhinum majus) 中 分 离 克 隆 到 许多 控制 植物 开花 的 基因 ,为 进一步 认识 植物 开花 
的 内 在 控制 机 制 以 及 与 外 界 环境 因素 的 相互 作用 奠定 了 基础 。 


10.2.1 植物 的 花 器 官 结构 


种 子 植物 的 花 由 枝条 变态 产生 ,而 花 器 官 由 叶片 变态 产生 。 一 般 认为 ,种 子 植物 的 成 
年 花 器 官 由 花 苯 花瓣 、 雄 若 . 肉 蕊 ( 心 皮 ) 等 4 轮 结构 所 组 成 ! 外 !0-93)。 成 年 花 器 官 是 从 项 


10.2 ”高 等 植物 花 发 育 的 基因 调控 


图 10-12 果 蝇 触 
角 是 基因 (Antenna- 
predia) 突变 ,引起 同 
源 措 形 转换 (a), 平 
衡器 发 育成 志 膀 ( 产 
生 四 起 果 絮 ); 触角 
变 成 足 (h) 
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图 10-13 拟 南 芥 
花 的 构成 
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端 分 生 组 织 (shoot apical meristem) 发 育 而 来 的 ,营养 分 生 组 织 (vegetative meristem) 产 生花 
序 分 生 组 织 (inflorescence meristem), 花 序 分 生 组 织 产生 花 分 生 组 织 (floral meristem), 花 分 
生 组 织 可 被 进一步 分 为 早期 花 分 生 组 织 和 晚期 花 分 生 组 织 , 早 期 花 分 生 组 织 有 点 类 似 于 
营养 分 生 组 织 , 具 有 无 限 生 长 的 特点 。 花 分 生 组 织 产 生花 器 官 原 基 , 最 后 产生 花 器 官 。 




















10.2.2 ”调控 花 器 官 发 育 的 主要 基因 


花 分 生 组 织 决 定 基 因 (floral meristem identity gene) 促进 从 花序 分 生 组 织 产 生花 分 生 
组 织 并 进一步 分 化 产生 花 器 官 原 基 , 但 产生 何 种 花 器 官 则 由 同 源 异形 基因 所 控制 。 花 分 
生 组 织 决定 基因 可 以 在 一 定 程度 上 激活 同 源 异形 基因 。 

1. 同 源 异形 基因 与 花 器 官 发 育 

金鱼 草拟 南 芥 等 植物 的 花 都 由 4 种 类 型 的 花 器 官 组 成 , 花 器 官 排列 成 向 心 的 圆 环 
形 , 称 作 轮 性 (whord)。 野 生 型 金鱼 草 和 拟 南 芥 的 花 由 4 个 花 苯 组 成 最 外 的 第 一 轮 ,依次 向 
内 为 4 个 花瓣 组 成 第 二 轮 ,6 个 雄蕊 组 成 第 三 轮 ,两 个 融合 的 心 皮 组 成 第 四 轮 。 

在 研究 金鱼 草花 形态 突变 体 时 发 现 , 花 器 官 的 同 源 异 形 突变 包含 三 大 类 型 ,类 型 [ 为 
第 一 轮 和 第 二 轮 器 官 受 影响 ,产生 心 皮 状 的 花 苯 和 雄蕊 状 的 花 辩 。 类 型 本 为 第 二 轮 和 第 
三 轮 器 官 受 影 响 , 产 生花 葛 状 的 花瓣 和 心 皮 状 的 雄蕊 。 类 型 下 为 第 三 轮 和 第 四 轮 器 官 受 
影响 ,产生 花瓣 状 的 雄蕊 和 花 苯 状 的 心 皮 , 而 且 最 内 两 轮 器 官 的 数量 和 轮 数 也 发 生 了 改 
变 。 类 型 中 4 轮 结构 全 部 受 影 响 ' 鲜 !0-9。 进 一 步 研究 这 些 突变 体 的 基因 型 发 现 ,每 一 
种 类 型 的 突变 体 中 都 是 因为 发 生 了 同 源 异 形 基因 的 突变 而 使 相 邻 两 轮 花 器 官 受到 影响 ， 
证 明 植 物 的 器 官 发 生 与 动物 的 器 官 发 生 一 样 ,都 受 同 源 异 形 基 因 控 制 。 
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2. 同 源 异 形 基因 的 分 离 

科学 家 最 早 在 1990 年 利用 转 座 子 突变 的 方法 从 金鱼 草 中 分 离 并 克隆 出 同 源 异 形 基 
因 DEF4 (deficiens)。 研 究 发 现 ,该 基因 编码 的 蛋白 质 与 两 个 已 知 的 转录 因子 ,哺乳 动物 
中 的 SRF (serum response factor) 和 酵母 中 的 MCMI (minichromosome maintenance gene) 的 
一 个 保守 区 域 有 很 高 的 同 源 性 ,这 一 区 域 参与 二 聚 化 并 与 DNA 结合 ,在 推测 的 与 DNA 结 
合 区 中 ,单个 的 氨基 酸 突变 均 会 导致 该 转录 因子 与 DNA 的 结合 能 力 下 降 ,说明 DEFA 可 
能 编码 一 个 具有 调控 功能 的 DNA 结合 蛋白 

此 后 ,又 克隆 了 同 源 异 形 基 因 4G (agamous), 它 编码 的 蛋白 质 与 上 述 转录 因子 具有 高 
度 的 序列 相似 性 。 用 DEF4 的 这 一 保守 区 域 做 探 针 ,从 金鱼 草 的 cDNA 库 中 筛选 出 了 8 
个 独立 的 基因 ,在 蛋白 质 水 平 上 与 DEFA 的 DNA 结合 区 有 很 高 的 相似 性 (65% ~ 90%)。 
表 10-1 列 出 了 已 克隆 的 多 个 涉及 花 发 育 的 同 源 异 形 基因 。 上 述 结果 表明 ,在 金鱼 草 和 拟 
南 芥 中 可 能 存在 着 一 个 参与 伦 器 官 发 育 和 分 化 的 基因 家 族 ,该 家 族 的 成 员 可 能 参与 不 同 
的 分 化 过 程 。 由 于 这 些 新 的 家 族 (MCMI、A4G、DEF4 和 SRF) 均 含有 一 个 保守 的 区 域 , 根 
据 这 几 个 家 族 基 因 名 称 的 第 一 个 字母 ,将 该 保守 区 命名 为 MADS-BOX。 

MADS-BOX 家 族 慢 白 为 转录 因子 ,在 进化 上 比较 保守 ,植物 .动物 .真菌 中 都 发 现 了 
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图 10-15 MADS- 
BOX 和 便 白 结构 示意 图 
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这 类 蛋白 ,其 结构 如 图 10-15 所 示 , MADS 结构 域 位 于 代 白 氨基 端 ,具有 结合 DNA 的 能 力 ; 
K 结 构 域 由 一 系列 具有 和 良性 作用 的 o- 螺 旋 所 构成 ,可 能 介 导 了 和 蛋白质- 和 蛋白质 相互 作用 ， 
并 使 得 相互 作用 的 蛋白 形成 二 聚 体 ;I 结构 域 、C 结构 域 保守 性 比较 低 ; 蛋 白 的 羧基 端 在 
MADS-BOX 和 蛋白 相互 之 间 形 成 多 聚 体 时 具有 重要 的 作用 。 


表 10-1 已 经 克隆 的 植物 花 器 官 特 征 决定 基因 及 其 可 能 的 功能 分 析 





基因 ( 拟 南 芥 /金鱼 草 ) 突变 体 表 型 基因 功能 
APETALA1/SQUAMOSA 花 苯 变 为 叶片 转录 因子 
APETALA2/Unkown 花 苯 变 为 叶片 / 心 皮 , 花 拇 变 为 心 皮 转录 因子 
APETALA3/DEFICIENS 花瓣 变 为 雄 艺 ,雄蕊 变 为 心 皮 转录 因子 
PISTILLATA/GLOBOSA 类 似 AP3/DEF 转录 因子 
AGAMOUS/PLENA 重复 发 生 一 轮 花 芷 及 两 轮 花 法 转录 因子 
LFY/FLORICAULA 产生 更 多 的 花序 ,绿色 花 ,由 类 似 花 苯 与 心 皮 的 花 器 官 构成 转录 因子 





DNA 结 全 区 多 又 化 区 





10.2.3 ” 花 器 官 发 育 的 “ABC"” 模型 


1.“ABC ”模型 的 提出 

在 对 拟 南 芥 和 金鱼 草 突变 体 及 花 器 官 特征 决定 基因 功能 的 研究 中 ,E. Myerowitz 提出 
了 控制 花形 态 发 生 的 “ABC”" 模型 。 根 据 这 个 模型 ,正常 花 的 4 轮 结构 的 形成 是 由 3 组 基 
因 共 同 作用 而 完成 的 。 每 一 轮 花 器 官 特 征 的 决定 分 别 依赖 于 A、B、C 三 组 基因 中 的 一 组 
或 两 组 基因 的 正常 表达 。 如 其 中 任何 一 组 或 更 多 的 基因 发 生 突变 而 冯 失 功能 , 则 花 的 形 
态 将 发 生 异 常 。A 基因 在 第 一 .二 轮 花 器 官 中 表达 ,B 基因 在 第 二 ,三 轮 花 器 官 中 表达 ,C 
基因 在 第 三 .四 轮 花 器 官 中 表达 。A 基因 本 身 足 以 决定 苯 片 ,A 和 B 基因 共同 决定 花 辩 ， 
B 与 C 基因 共 同 决定 雄蕊 ,C 基因 决定 心 皮 。 此 外 ,A 基因 与 C 基因 相互 颜 斋 。ABC 基 
因 作为 MADS-BOX 家 族 成 员 (4P2 除外 ) 均 是 以 转录 调控 因子 起 作用 。 在 第 一 .二 轮 花 
器 官 中 4P2 可 以 结合 到 4G 的 启动 子 区 ,是 以 转录 抑制 的 方式 调控 4G 的 表达 ;4P1 可 以 
同 其 他 蛋白 一 起 结合 到 4G 基因 的 第 二 个 内 含 子 区 抑制 4C 的 表达 。 这 样 就 使 得 C 类 基 
因 被 限制 在 第 三 、 四 轮 花 器 官 中 表达 ,行使 功能 。 与 此 类 似 ,在 第 三 、 四 轮 花 器 官 中 4G 可 
以 结合 到 4PI 的 启动 子 区 抑制 后 者 的 表达 ,所 以 4P1 只 能 在 第 一 、 二 轮 花 器 官 中 表达 。 
AP2 则 有 所 不 同 ,虽然 4G 会 在 一 定 程度 上 抑制 4P2 的 转录 ,但 是 其 mRNA 却 在 4 轮 花 
器 官 中 都 有 表达 ,重要 的 是 在 第 三 .四 轮 花 器 官 中 miRNA 172 可 以 抑制 4P2 的 翻译 过 程 ， 
使 得 4P2 的 蛋白 只 在 第 一 .二 轮 花 器 官 中 生成 。 这 样 就 将 A 类 基因 的 功能 限制 在 了 第 一 、 
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二 轮 花 器 官 中 。 在 花 发 育 的 早期 A 类 基因 可 以 结合 到 4P3 的 启动 子 区 激活 后 者 的 表达 。 
当 A 基因 突变 后 (如 ap1、ap2), 导 致 第 一 轮 花 器 官 中 的 花 坦 突变 为 心 皮 , 第 二 轮 花 器 官 中 
的 花 辩 突变 为 雄蕊 。B 基因 突变 后 (如 ap3.pi 突变 体 ), 花 苯 震 代 了 第 二 轮 花 器 官 中 的 花瓣 ， 
第 三 轮 花 器 官 中 的 雄蕊 变 为 心 皮 。 若 C 基因 失 活 (如 ag 突变 体 ), 则 第 三 轮 花 器 官 中 的 梭 
芒 转 变 为 花 准 ,第 四 轮 花 器 官 中 的 心 皮 也 转变 为 花 苯 。B 基因 中 的 4P3 在 第 四 轮 花 器 官 
中 的 表达 受到 SUPERMAN 基因 的 抑制 。sup 突变 体 的 表 型 为 第 四 轮 心 皮 数 大 大 减少 ,而 
雄蕊 数 大 大 增加 。 如 前 三 轮 花 器 官 中 的 基因 表达 正常 ,只 有 第 四 轮 花 器 官 中 有 B 基因 异 
位 表达 ,导致 该 轮 花 器 官 发 育 为 雄蕊 。 大 量 单 突变 、 双 突变 三 突变 体 以 及 基因 过 量 表 达 
的 研究 结果 均 在 不 同 程度 上 支持 这 个 模型 。“ABC”" 模型 的 提出 是 近年 植物 发 育 生物 学 研 
究 中 的 一 个 重要 的 突破 ,可 以 解释 多 个 基因 在 器 官 特征 性 发 育 中 的 作用 。 在 A/B/C 三 类 
基因 同时 突变 的 四 重 突变 体 ap1,ap2,ap3/pi,ag 中 ,四 轮 花 器 官 都 变 成 了 类 似 叶片 的 结构 ， 
验证 了 Goethe 提出 的 花 器 官 是 变态 叶 的 假说 。 

2. 对 ABC 模型 的 质疑 

ABC 模型 是 基于 科学 家 对 所 分 离 的 控制 花 器 官 决 定 基 因 作用 方式 的 一 种 简单 化 的 
概念 性 解释 , 随 着 人 类 在 分 子 水 平 上 对 同 源 异 形 基因 相互 作用 的 新 认识 ,由 这 类 基因 所 调 
控 的 ABC 模型 也 受到 了 许多 质疑 。 首 先 , 在 “ABC”" 模型 中 不 同类 型 器 官 的 划分 是 很 严格 
的 ,但 在 许多 开花 突变 体 中 ,不 同类 型 器 官 之 间 常 常会 出 现 媒 合体 ;其 次 ,ag 突变 体 在 理 
论 上 应 使 第 三 .四 轮 组 织 发 育成 为 相同 数量 的 花瓣 和 花 葛 ,事实 上 往往 出 现 增殖 现象 , 产 
生 大 量 花 葛 、 花 辩 ,暗示 4G 可 能 不 是 一 个 单独 的 基因 ,而 是 多 个 同 源 基 因 , 这 些 基 因 不 但 
在 雄 营 和 心 皮 发 生 过 程 中 起 作用 ,也 在 其 他 生命 过 程 中 起 作用 ;第 三 ,4P2 基因 的 表达 不 
具备 器 官 特异 性 ,所 有 花 器 官 中 都 存在 该 基因 的 表达 产物 ;第 四 ,SUPERMAN 基因 能 抑制 
AP3 基因 表达 ,从 而 抑制 花 器 官 形成 。 最 后 ,ABC 模型 将 一 个 复杂 的 问题 简单 .抽象 化 , 虽 
然 利 于 人 们 理解 花 器 官 发 生 的 过 程 , 却 忽略 了 不 同 花 器 官 发 生 在 时 间 上 的 先后 顺序 。 

最 近 , 有 人 提出 了 控制 花形 态 发 生 的 ABCE 模型 ,除了 控制 花形 态 的 ABC 基因 外 ,还 
存在 一 类 在 功能 上 重复 的 基因 ,E。 

根据 ABC 模型 ,4 轮 花 器 官 由 三 类 基因 控制 ,那么 只 要 有 A/B/C 三 类 基因 的 表达 就 
可 以 将 营养 器 官 转变 成 花 器 官 。 于 是 人 们 试图 将 叶片 转变 为 花 浙 ,但 是 却 没有 取得 预 
期 的 结果 ,暗示 可 能 需要 其 他 在 叶片 等 营养 器 官 中 不 表达 的 辅助 因子 协助 A/B/C 三 类 基 
因 行 使 功能 。 科 学 家 在 研究 MADS-BOX 家 族 基因 对 花 器 官 发 育 的 影响 时 发 现 ,被 称 作 
AGAMOUS-LIKE(AGL)2、AGL4、AGL9 基因 的 表达 时 间 早 于 B 类 和 C 类 基因 ,4CL2、 
ACL4 在 4 轮 花 器 官 中 均 有 表达 ,而 4GL9 只 在 里 面 的 三 轮 花 器 官 中 表达 。agl2/agl4/ag19 
的 三 重 突变 体 表 型 类 似 于 B/C 类 突变 体 且 有 非常 多 的 花 葛 ,充分 显示 AGL2、AGL4、AGL9 
这 类 基因 在 花 器 官 发 育 中 的 重要 性 。 现 已 将 这 3 个 基因 分 别 重新 命名 为 SEPALLATA1 
(SEP1)、SEP2 和 SEP3, 表示“lots of sepals” 意思 。 按 习惯 ,人 们 将 SEPI 、SEP2 和 SEP3 称 
为 EE 类 基因 。 

还 有 人 用 酵母 双 杂 交 .三 杂交 实验 搜寻 未 知 的 花 发 育 辅助 因子 。 他 们 以 PVAP3 作为 
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诱饵 , 钓 到 了 AP1 和 SEP3。 他 们 发 现存 在 PVAP3-AP1.、PIUAP3-SEP3 .AP1-SEP3 和 AG- 
SEP3 这 样 一 类 和 蛋白质- 蛋白质 的 相互 作用 ,而 SEP3 可 以 介 导 A 与 BB 与 C 的 相互 作用 ， 
使 这 些 蛋 白 形成 一 个 大 的 复合 体 。 由 于 PL/AP3 所 形成 的 异 源 二 聚 体 缺少 转录 激活 功能 ， 
而 与 SEP3 形成 更 大 的 复合 体 之 后 就 有 具备 了 转录 激活 功能 。 此 时 ,人 们 才 意 识 到 MADS 
结构 域 蛋白 可 能 像 “ 胶 水 "一 样 将 ABC 基因 产物 以 不 同 的 四 案 体 形式 组 合 起 来 行使 转录 
调节 功能 。 人 们 还 惊喜 地 发 现 , 在 E 类 基因 表达 的 前 提 下 再 表达 B 类 和 C 类 基因 就 足以 
将 叶片 完全 转化 为 花瓣 (外 10-16) 


le le le le(n) 





到 10-16 ”花形 态 建成 的 ABCE 模型 ( 另 见 彩 插 ) 


(3) 妓生 型 ; (b) A 基因 突变 ; (c)B 基因 突变 ; (d) C 基因 突变 ; (e) E 基因 突变; (f) 355 :5: PI;359:: AP3;359:: SEP3; (pg)355;; Pl1;355 :AP3;35S ;AG; 
355::SEP3;(h)ABCE 模型 
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10.2.4 ”启动 花 发 生 的 分 生 组 织 决定 基因 


除了 ABCE 被 发 现 参与 了 花 器 官 的 形成 ,从 拟 南 并 中 还 克隆 到 许多 决定 花序 或 花 发 
生 的 基因 ( 即 花 分 生 组 织 决定 基因 ,floral meristem identity gene)。 最 早 分 离 到 的 花 器 官 分 
生 组 织 决定 基因 是 LEAFY (LFY) 基 因 。 拟 南开 1fy 突变 体 比 野生 型 产生 更 多 的 花序 分 枝 ， 
其 花 呈 绿色 ,由 类 似 花 莹 和 心 皮 样 的 器 官 构成 ,过 量 表达 LFY 导致 转基因 植物 提前 开花 并 
将 茎 尖 转 变 成 花 ,证 明 LFY 基因 不 仅 决 定 花 分 生 组 织 的 特性 ,而 且 影 响 开花 时 间 和 图 1!0-17 
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TERMINAT FLOWER 1(07757) 是 影响 拟 南 芥 分 生 组 织 特性 的 另 

生 组 织 决 定 基 因 。tf 突变 体 开花 提前 ,初级 花序 分 枝 转变 成 末端 花 , 缺 少 侧枝 , 花 的 数量 

也 大 大 减少 (图 10-18)。7TFLI 在 分 生 组 织 中 表达 ,但 不 在 幼 花 原 基 中 表达 。 必 突变 体 ( 由 无 

i 和 Jfy 突变 体 ( 由 有 限 的 枝 转变 成 无 限 的 枝 ) 的 表 型 恰好 相反 ,说 明 
基因 可 能 是 相互 颜 颜 的 


-个 非常 重要 的 花 分 

















男 外 3 个 影响 花 分 生 组 织 决定 基因 


是 4P1 .AP2 和 CAL。 
4P1 、4P2 还 参与 决定 花 器 官 的 发 生 ,apl 和 ap2 突变 体 强 化 了 fy 突变 体 的 表 型 ,虽然 cal 
突变 体 没有 可 见 的 表 型 ,但 cal 和 apl 双 突 变 体 转变 成 更 明显 的 无 限 枝条 ,产生 了 类 似 于 


除了 决定 花 嚣 官 的 轮 性 外 ， 


菜花 花 型 样 的 花序 ,说 明 该 基因 对 花 分 生 组 织 的 发 生 有 重要 影响 。 
和 表达 模式 非常 相似 ,说 明 它们 可 能 在 某 种 程度 上 重合 或 互补 。 

ZLFY、4P1 和 4P2 表达 模式 与 它们 在 早期 花 分 生 组 织 中 的 作用 相 吻 合 
基 发 育 之 前 ,LFY 和 4PI 在 营养 生长 过 程 中 表达 量 很 低 , 在 G4 或 光 周 期 处 理 诱导 开花 过 
程 中 ,LFY 表达 量 会 迅速 提高 。 虽 然 在 由 营养 生长 转变 到 花 发 育 时 LFY 基因 已 经 表达 ， 
但 4PI 在 花 原 基 中 没有 表达 ,直到 花 诱 导 开始 1 ~2 天 后 才 开 始 表达 。AP2 基因 在 植物 
整个 生活 史 中 持 续 表达 , 花 器 官 分 生 组 织 确 定期 该 基因 表达 量 显著 上 升 ( 鳃 !0-19)。 


4P1 和 C4 基因 序列 


在 花 器 官 原 


10.2 ”高 等 植物 花 发 育 的 基因 调控 


图 10-17 花 分 生 组 
织 决 定 基 央 LEAFY 
(LFY) 

(a) 在 志 突变 体 中 开 
常情 况 下 发 育成 花 的 
枝 转 变 成 无 限 枝条 ， 
图 中 所 示 的 所 有 次 生 
枝条 生长 的 位 置 在野 
生 型 拟 南 芥 中 均 发 育 
成 花序 ; (b) 过 量 表达 
LFY 的 转基因 拟 南 芥 
中 ,次 生 枝 转变 成 花 ， 
初级 枝 在 早期 发 育成 
末端 花 或 形成 一 簇 花 


图 10-18 TFLI1 对 
花 发 育 的 调控 

(a) 中 突 变 体 的 花序 表 
型 ,左边 为 野生 型 , 右 
边 为 突变 体 ,很 快 
就 发 育成 一 
或 一 禾 末 端 
突变 体 末端 花 的 放 


大 图 
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图 10-19 花 分 生 
组 织 决定 基因 在 党 
养生 长 和 成 化 枝 项 
端的 表达 模式 分 析 
LP, 叶 原 基 ;SAM ,项 端 
分 后 组 织 ;FP, 花 原 基 


图 10-20 夏天 温室 
生长 的 烟草 “Mary- 
land Mammoth” 突变 


体 ( 左 ) 与 野牛 型 ( 右 ) 
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营养 生长 顶端 成 花枝 项 端 
Ss 














10.3 ”控制 植物 开花 时 间 的 分 子 机 理 


植物 从 营养 生长 向 生殖 生长 的 转变 是 植物 发 育 周期 中 的 一 个 重要 过 程 ,是 决定 植物 
开花 的 重要 环节 。 最 近 几 十 年 来 ,用 拟 南 芥 为 模式 植物 ,科学 家 对 高 等 植物 开花 时 间 调 控 
机 理 与 信号 转 导 途 径 的 研究 取得 了 长 足 的 进步 。 到 目前 为 止 , 人 们 对 植物 开花 时 间 调 控 
机 制 的 了 解 主要 是 通过 对 拟 南 芥 的 分 子 遗 传 学 研究 获得 的 。 拟 南 芥 的 开花 时 间 受 许多 因 
素 的 影响 ,其 中 光照 和 温度 是 主要 的 外 部 因素 ,自主 途径 因子 和 赤 霉 素 (GA) 是 主要 的 内 
部 因素 。 拟 南 芥 的 开花 诱导 调控 途径 也 因此 分 为 4 种 : 光 周 期 途径 (photoperiod pathway)、 
春 化 途径 (vernalization pathway)、 自主 途径 (autonomous pathway) 和 GA 途径 (gibberellic 
acid pathway)。 下 面 将 以 拟 南 芥 为 例 重点 阑 述 光 周期 途径 和 春 化 途径 。 


10.3.1 光 周 期 途径 


光 周 期 指 一 日 之 内 昼夜 长 度 的 相对 变化 ,也 即日 长 。 植 物 通 过 感受 异 夜 长 
| 短 变化 而 控制 开花 的 现象 称 为 光 周 期 现象 
(photoperiodism)。 光 周期 现象 是 美国 园艺 学 家 
Garner 和 Allard 于 1919 年 在 烟草 中 首次 提出 的 。 
他 们 在 马里 兰州 美国 农业 部 农业 试验 站 工作 时 发 
现 烟草 品种 “Maryland Mammoth' ,在 夏季 生长 时 ， 
， | 株 高 达 3 ~ 5 m 时 仍 不 开花 10-20), 但 在 冬季 转 入 
温室 栽培 后 ,其 株 高 不 足 1 m 就 可 开花 。 他 们 试验 
了 温度 . 光 质 .营养 等 各 种 条 件 ,发现 日 照 长 度 是 影 
响 烟 草 开花 的 关键 因素 。 只 有 当日 照 短 于 14 h 时 ， 
烟草 才 开 花 , 否 则 就 不 开花 。 后 来 又 发 现 许 多 植物 
本 开花 都 需要 一 定 的 日 照 长 度 ,这 就 是 光 周 期 现象 的 
_ | 发 现 。 
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根据 对 光 周 期 的 反应 ,一 般 可 将 植物 分 为 3 种 :对 长 日 照 敏 感 而 开花 ( 即 长 日 照 促 
进 开花 ) 的 长 日 照 植物 (long-day plant), 如 实验 室 常用 的 拟 南 草 生态 型 Columbia (Col)、 
Wassilewskija ( Ws)、Landsberg erecta(Ler) 等 ;对 短 日 照 敏 感 而 开花 ( 即 短 日 照 促 进 开 
花 ) 的 短 日 照 植物 (short-day plant), 如 水 稻 .烟草 等 ;对 日 照 长 度 不 敏感 的 日 中 性 植物 
(day-neutral plant), 如 印度 甘蔗 等 。 临 界 日 长 (critical daylength) 是 区 别 长 日 照 或 短 日 
照 的 日 照 长 度 的 标准 , 指 昼夜 周期 中 能 诱导 植物 开花 所 需 的 最 低 或 最 高 的 极限 日 照 长 
度 。 短 日 照 植物 要 求 的 日 照 时 数 必须 等 于 或 短 于 临界 日 长 ,而 长 日 照 植物 要 求 的 日 照 
时 数 必须 等 于 或 长 于 临界 日 长 赎 10-20, 否 则 就 延迟 开花 或 不 能 开花 。 无 论 对 于 短 日 植 
物 还 是 长 日 照 植物 , 当 用 光 将 长 夜 打 断 (night break), 都 产生 类 似 于 短 夜 的 效应 ( 短 日 
照 植 物 不 能 开花 ,长 日 植物 能 开花 ); 而 以 暗 间断 将 长 日 打 断 , 却 不 影响 长 日 的 效应 ( 短 
日 植物 仍 不 能 开花 ,长 日 植物 仍 能 开花 ), 所 以 关键 是 夜 长 而 非 昼 长 决定 了 植物 的 开花 
时 间 。 





开花 的 相对 幅度 














1. 光 周 期 的 感受 及 传导 

在 解剖 上 最 早 看 到 的 光 周 期 诱导 的 成 花 过 程 是 顶端 开始 分 化 花芽 ,这 取决 于 叶片 是 
否 处 于 适当 的 光 周 期 条 件 下 。 对 长 日 照 下 生长 的 短 日 植物 紫 苏 (Perrila crispa) 的 其 中 一 
个 叶片 进行 短 日 处 理 能 诱导 其 开花 ,如 果 将 短 日 处 理 的 叶片 (诱导 叶 ) 嫁接 到 生长 在 长 日 
照 条 件 下 的 紫 苏 上 也 能 诱导 其 开花 ,可 见 感受 光 周 期 的 部 位 不 是 顶端 而 是 叶片 。 而 接受 
光 周 期 的 叶片 ,又 必须 以 某 种 方式 把 光 周 期 诱导 的 信号 传递 给 顶端 分 生 组 织 。 通 过 维 管 
组 织 将 多 株 植 物 嫁接 在 一 起 ,而 仅 诱 导 处 理 一 株 植 物 的 其 中 一 个 叶片 ,发 现 嫁接 在 一 起 的 
所 有 植物 都 能 开花 ' 国 10-22)。20 世纪 30 年 代 , 苏 联 植物 生理 学 家 Mikhail Chailakhyan 基 
于 上 述 嫁 接 实 验 提出 , 当 植物 叶片 感受 到 适当 的 日 照 长 度 ,会 形成 一 种 物质 ,该 物质 可 以 
进行 长 距离 运输 ,传导 到 顶 芽 分 生 组 织 后 引起 开花 ,这 种 物质 被 其 称 为 开花 素 (florigen)。 
在 随后 的 几 十 年 中 ,人 们 一 直 在 探索 的 两 个 问题 是 叶片 如 何 测量 日 长 诱导 或 抑制 开花 以 
及 开花 素 到 底 是 什么 ? 


10.3 ”控制 植物 开花 时 间 的 分 子 机 理 


图 10-21 长 日 和 
短 日 植物 的 光 周 期 
反应 

当日 照 长 度 超 过 (或 夜 
长 短 于 ) 某 一 临界 值 
时 ,长 日 其 植物 (LDP) 
开花 ,而 当日 照 长 度 
短 于 (或 夜 长 长 于 ) 某 
一 临界 值 时 , 短 日 外 
植物 (SDP) 开花 。 不 
同 植物 具有 不 同 的 临 
界 日 长 ,在 本 例 中 ,在 
12~ 14h 的 光 周期 内 ， 
LDP 和 SDP 都 可 开花 。 
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图 10-22 诱导 叶 
(inducpd leaf) 产生 
的 开花 索 可 经 维 管 
组 织 进行 长 距离 的 
运输 ,在 硕 端 分 生 组 
织 诱导 植物 开花 
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2. 光 周 期 模型 

1936 年 ,Biinning 首次 提出 external coincidence model 来 解释 植物 如 何 度量 日 长 。 他 
指出 植物 存在 一 个 屋 夜 节律 钟 (eireadian clock),24 h 的 昼夜 分 为 光敏 期 和 暗 敏 期 。 在 植 
物 的 光敏 期 ,如 果 研 夜 节律 钟 调节 因子 的 表达 在 光 下 达到 冰 值 ,会 导致 长 日 照 植物 开花 ， 
抑制 短 日 照 植物 开花 ,表明 测量 日 长 的 基础 是 外 在 光 信 号 与 昼夜 节律 (circadian rhythm) 
之 间 的 相互 作用 。 

3. 植物 如 何 度 量 日 长 

已 知 光 周期 刺激 ( 光 信 和 号) 是 由 叶片 中 的 光 受 体感 受 的 , 拟 南 芥 中 共 发 现 了 5 类 光敏 色 
素 phytochrome A (phy A),phy B .phy C .phyD ,phy E 和 2 种 隐 花 色素 cryptochrome 1(Cry 1) 
和 Cry 2, 它 们 感受 异 夜 长 短 和 光 的 强 弱 , 既 通过 产生 昼夜 节律 ,也 通过 激发 信号 转 导 途径 
来 调控 植物 开花 进程 。 

(1) CONATANS (CO) 基因 受 昼夜 节律 钟 的 转录 调控 ”CO 是 拟 南 并 中 第 一 个 被 发 现 
的 受 昼夜 节律 调控 的 开花 基因 , 它 编码 一 个 锌 指 类 转录 因子 ,位 于 节律 钟 的 输出 途径 。 其 
突变 体 在 长 日 照 下 表现 为 晚 花 。CO mRNA 的 表达 在 恒 夜 交替 的 一 天 内 呈现 为 节律 性 变 
化 。 具 体 讲 ,在 长 日 照 条 件 下 CO mRNA 在 白天 表达 量 较 低 , 到 了 傍晚 出 现 峰 值 上 且 整 个 夜 
晚 持续 表达 。 在 短 日 照 条 件 下 CO mRNA 白天 表达 量 较 低 ,从 傍晚 开始 大 量 表达 ,夜晚 时 
达到 顶峰 。 即 使 在 持续 光照 条 件 下 ,CO mRNA 的 表达 仍 旺 现 为 节律 性 变化 (四 !0-23), 表 明 
该 基因 在 转录 水 平 上 受 昼 夜 节律 调控 。 应 用 35S::CO-CR 诱导 系统 (没有 诱导 剂 时 融合 
转录 因子 CO-GR 定 位 在 细胞 质 基质 中 ,而 加 诱导 剂 DEX 后 CO-GR 构 象 改变 进入 细胞 核 ， 
调控 靶 基 因 表 达 ) 鉴定 了 几 个 受 CO 诱导 的 早期 基因 ,如 Flowering Locus (ET),Suppressor 
of Overexpression of Constants 1 (SOC1) 等 ,其 中 FT( 编 码 Raf 激酶 抑制 剂 基因 ) 是 CO 的 直 
接 靶 标 基因 ,KZT7 的 转录 量 决 定 了 开花 时 间 。 

那么 县 夜 节律 钟 如 何 调控 CO 基因 转录 呢 ? 已 知 FLAVIN-BINDING KELCHREE4T、 
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(a) 长 日 照 短 日 照 (b) 持续 光照 
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多 10-23 C0 转录 其 受 避 夜 节律 调控 
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长 日 照 条 件 下 CO mRNA 在 傍晚 达到 峰值 , 短 日 条 件 下 则 在 谷 晓 达到 峰值 (a,c.d); 持 续 的 光照 条 件 下 ,CO mRNA 的 表达 仍 具 有 节律 性 变化 (b,e)。 


FBOXI1(FKF1) 编码 一 个 F-box 蛋白 , 且 可 以 直接 吸收 蓝光 (也 是 一 个 蓝光 受 体 ),/Xf7 突 
变 体 在 长 日 照 条 件 下 表现 为 晚 花 。FKF1 在 体外 能 与 CYCLING DOF FACTOR 1 (CDF1) 
相互 作用 ,在 体内 则 导致 CDF1 蛋白 通过 蛋白酶 体 降 解 途 径 降 解 。CDF 及 其 同 源 基因 
CDF21315 的 表达 受 姐 夜 节律 钟 调控 ,在 上 午 出 现 表 达 高 峰 。CDFH2/3/5 蛋白 可 以 特异 性 
地 结合 到 CO 启动 子 上 ,抑制 CO 转录 (图 0-24u。CJGC4NTE4(GC1) 是 另 一 个 突变 后 引起 植 
物 在 长 日 照 下 推迟 开花 的 基因 , 它 编码 一 个 核 蛋 白 ,基因 表达 同样 受 昼夜 节律 钟 的 调控 。 
在 长 日 照 条 件 下 FKF1 和 GI 协同 表达 ,都 在 傍晚 前 达到 高 峰 ,FKF1 吸收 蓝光 后 和 GI 相 
互 作用 并 结合 到 CDF 蛋白 上 , 介 导 CDF 的 降解 ,从 而 解除 CDF 对 CO 的 转录 抑制 作用 ， 
使 CO mRNA 在 傍晚 达到 高 峰 ( 图 !0-24 

(2) CO 还 在 转录 后 水 平 受 光 调 控 ”缺失 phr 4 和 cry2 中 的 任 一 基因 都 会 导致 拟 南 
其 在 长 日 照 条 件 下 推迟 开花 ,缺失 phy B 基因 则 使 拟 南 芥 提前 开花 。 进 一 步 研究 cry2 的 
功能 缺失 突变 体 发 现 ,该 突变 降低 了 FT 的 表达 量 ,但 并 没有 影响 CO mRNA 在 一 天 中 的 
积累 模式 ' 图 !0-25), 暗 示 光 可 能 在 转录 后 水 平 调控 了 CO 的 蛋白 量 。 利 用 35S:: CO 转基因 
植物 为 材料 (在 该 转基因 植物 中 CO mRNA 量 不 受 昼夜 节律 和 光 调 控 ) 研究 发 现 ,持续 的 
白光 能 诱导 CO 蛋白 积累 ,而 持续 的 黑暗 大 大 降低 了 CO 蛋白 量 。 施 加 蛋白 酶 抑制 剂 导致 
连接 ubiquitin 的 CO 蛋白 在 暗中 积累 ,表明 黑暗 诱导 的 CO 蛋白 减少 是 蛋白 酶 体 介 导 的 
蛋白 降解 。 此 外 , 远 红 光 和 蓝光 稳定 了 C0 蛋白 ,该 过 程 由 远 红 光 受 体 PhyA 和 蓝光 受 体 
Cry1/2 介 导 ,而 红 光 受 体 phy B 介 导 了 红 光 诱导 的 CO 蛋白 减少 (图 !0-26)。 因 此 ,CO 是 光 
信号 的 直接 靶 标 

同样 用 35S:: CO 转基因 植物 为 材料 发 现 ,CO 蛋白 量 与 日 长 相关 。 在 长 日 照 条 件 下 ， 
CO 蛋白 在 傍晚 有 一 个 强 的 表达 峰 ; 在 短 日 照 条 件 下 ,CO 蛋白 仅 在 晚上 形成 一 个 弱 峰 。 在 
长 日 照 条 件 下 ,35S:…CO 转基因 植物 中 强 的 CO 蛋白 峰 的 出 现时 间 与 野生 型 拟 南 芥 中 CO 
mRNA 峰值 出 现 的 时 间 一 致 ,CO 转录 与 转录 后 水 平 的 协同 调控 导致 CO 在 长 日 照 下 具有 
最 高 的 活性 ,FT 被 诱导 到 最 高 的 水 平 ,最 终 导致 植物 开花 
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图 10-24 在 早 艰 ， 


CDF 抑制 CO 的 转 


录 (a); 而 在 下 和牛 ， 
FKF1-G1 复 合体 导 
禾 CDF 降解 ,解除 
了 其 对 CO 的 转录 
抑 制 ,CO mRNA 开 
始 积累 直至 傍晚 达 
到 高 峰 (h) 


图 10-25 cry2 调 
控 了 ApT' mRNA, 但 
没有 调控 CO mRNA 
的 表达 
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(a) 依赖 于 CDF 的 CO 转录 抑制 


CpFr2 ~\\ ， 加 

om OD. 

CDFS | FA | 
FKFI 





CO 局 动 子 CO 


(b) CO 抑制 子 -CDF 的 蛋白 旷 体 降解 


an 








CO 局 动 子 co 








Db - 0 
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那么 ,CO 蛋白 在 一 天 中 的 这 种 变化 的 表达 模式 是 如 何 产生 的 呢 ? 研究 发 现 ,phy B 在 
白天 活性 最 高 ,而 phy A 和 Cry 在 傍晚 活性 最 高 。 在 早晨 ,被 激活 的 phy B 削弱 了 被 phy A 
和 Cry 抑制 的 CO 蛋白 降解 ,因此 CO 蛋白 量 较 低 ;到 傍晚 ,phy A 和 Cry 具有 高 的 活性 , 导 
致 CO 蛋白 水 平 升 高 外 10-27)。 目 前 一 般 认 为 ,Ring-type E3 ligase COP1(CONSTITUTIVELY 
PHOTOMORPHOGENIC 1) 在 晚上 主要 定位 于 细胞 核 中 ,处 于 失 活 状态 的 CRY 与 COP1 相 
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互 作 用 ,但 不 能 抑制 其 活性 ,COP1 仍 可 与 CO 发 后 相互 作用 ， 
导致 CO 被 泛 素 化 并 被 降解 。 因 此 ,即使 在 短 日 照 下 的 味 暗 
期 ,CO 具有 高 水 平 的 转录 量 , 其 蛋白 量 仍然 较 低 。 当 CO 转 
录 基 在 傍晚 达到 最 高 时 ,白天 光 活 化 的 Cry 介 导 COP1 从 细 
胞 核 转移 到 细胞 质 基质 中 ,CO 蛋白 积累 ,激活 FT 转录 ,启动 
开花 。 因 此 , 拟 南 芥 通过 对 CO 基因 转录 丰 度 和 (CO0 蛋白 稳 
定性 的 调节 将 光 信 和 号 与 令 夜 节律 钟 统一 起 来 ,最 终 决 定植 物 
能 否 开花 的 核心 因素 是 CO 蛋白 丰 度 。 

4. 开花 素 的 历史 

1865 年 ,研究 者 提出 成 花 物质 由 叶片 运送 到 叶 芽 中 , 导 
致 开 花 ;1936 年 根据 嫁接 实验 提出 开花 素 概 念 ,认为 对 光 周 
期 有 不 同 反应 的 植物 之 间 可 能 用 相同 的 物质 来 促进 开花 。 此 
后 ,人 们 通过 各 种 途径 寻找 开花 素 ,但 是 一 直 没 有 结果 - 直到 
2005 年 ,研究 人 员 通 过 在 拟 南 芥 叶 片 中 热 击 诱导 f7 表达 然 
后 检测 茎 端 FI mRNA ,证 明 叶 片 中 的 FT mRNA 可 以 转运 到 
茎 端 而 诱导 开花 。 该 项 研究 被 Science 评 为 当年 十 大 科学 发 
现 之 一 。2006 年 ,研究 者 发 现在 西红柿 植株 的 顶端 分 生 组 织 
并 不 能 检测 到 转基因 SFT( 拟 南 芥 FT 同 源 基因 ) mRNA 的 存 
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图 10-26 光 受 体 
调控 了 C0 重 白 的 
稳定 性 

cryl,cry2 突变 前 罚 了 
牙 光 诱导 的 CO 蛋白 
积累 ,phy B 突变 削 蚤 
了 红 光 诱导 的 CO 和 蛋 
白 降 解 ,而 phy A 突变 
前 弱 了 远 红 光 诱 导 的 
CO 货 白 积累 。 


图 10-27 光 受 体 
和 肚 夜 节律 钟 共同 
调控 细胞 内 CO 集 
白 是 

在 长 日 照 条 件 下 CO 
mRNA( 以 波浪 线 表 
示 ) 其 表达 节律 (以 虚 
线 表 示 ) 高 峰 出 现在 
傍晚 前 到 第 二 天 早上 。 
在 白天 CO 蛋白 (以 
球面 数量 表示 ) 的 降 
解 过 程 同时 受到 促进 
与 抑制 相反 的 调控 ,由 
于 CO mRNA 含量 非 
常 低 , 故 CO 蛋白 积累 
非常 少 。 到 了 夜晚 虽 
然 CO 具有 高 的 转录 
量 ,但 由 于 蛋白 降解 也 
苦 , 使 得 仅 有 少量 CO 
蛋白 和 存在。 而 傍晚 时 
CO mRNA 非常 多 同 
时 蛋白 降解 过 程 受到 
了 抑制 , 虎 方面 的 作用 
使 得 CO 焉 白 非 常 多 ， 
从 而 启动 了 开花 。 
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图 10-28 ET 熏 白 
是 开花 未 

在 长 日 照 条 件 下 ,CO 
蛋白 较 稳定 ,能 在 叶 中 
诱导 FT mRNA 表达 
后 翻译 成 FT 蛋白 ,经 
维 管 组 织 运输 至 顶端 
分 生 组 织 (SAM), 并 与 
FD 锌 指 类 转录 因子 相 
互 作用 ,激活 花 器 官 决 
定 基因 4P1 表达 , 诱 
导 拟 南 芥 开 花 
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在 ,暗示 FT mRNA 并 不 是 人 们 一 直 以 来 寻找 的 开花 素 。2007 年 两 个 小 组 分 别 在 Science 
上 发 表 文章 称 可 移动 的 开花 信号 是 FT 蛋白 。 他 们 利用 在 维 管 组 织 而 不 在 顶端 分 生 组 织 
特异 表达 的 SUC2 启动 子 驱 动 FT-GFP 融合 蛋白 在 妹 突 变 体 中 表达 , 原 位 杂交 发 现在 项 
端 分 生 组 织 检 测 不 到 FT mRNA 的 表达 ,但 能 检测 到 GFP 荧光 ,同样 在 嫁接 后 的 受 体 植 株 
中 也 仅 能 检测 到 GFP 荧光 而 检测 不 到 FT mRNA 的 表达 ,证 明 在 拟 南 芥 中 FT 蛋白 是 开花 
素 。 他 们 检测 了 Fu3a( 水 稻 中 的 拟 南 芥 FT 同 源 基因 ) mRNA 在 水 稻 ( 短 日 照 植物 ) 叶子 
和 顶端 分 生 组 织 中 的 表达 水 平 ,发 现在 短 日 照 情 况 下 ,水 稻 叶 子 中 Hd3a mRNA 提高 ,但 
是 在 顶端 分 生 组 织 中 的 量 却 非常 少 。 他 们 又 构建 了 携带 Hd3a-GFP 融合 基因 的 转基因 
植物 ,在 叶 和 茎 的 维 管 组 织 以 及 硕 端 分 生 组 织 都 发 现 了 Hd3a 蛋白 的 存在 。 随 后 ,他 们 用 
维 管 组 织 特异 表达 启动 子 SUC2 驱动 GCFP/Hd3a, 仅 让 融合 蛋白 在 叶子 而 不 能 在 顶端 分 生 
组 织 表达 ,结果 仍然 在 顶端 分 生 组 织 检测 到 Hd3a 蛋白 的 存在 ,表明 Hd3a 是 可 移动 蛋白 。 
57 在 叶 中 被 CO 诱导 转录 后 翻译 成 FT 蛋白 并 转移 至 顶端 分 生 组 织 , 与 FD 基因 编码 的 
分 生 组 织 特异 的 锌 指 类 转录 因子 相互 作用 ,激活 花 器 官 决定 基因 4PI 表达 ,诱导 拟 南 芥 
开花 (图 10-28)。 因 此 ,FT 蛋白 是 开花 素 。 
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10.3.2 ” 春 化 作用 


低温 处 理 可 促使 植物 开花 的 现象 称 为 春 化 作用 (vernalization)。 可 以 根据 是 否 需 要 
春 化 来 完成 生活 周期 ， 把 拟 南 芥 分 为 夏季 生态 型 (summer-annual) 和 冬季 生态 型 (winter- 
annual) 两 种 。 大 多 数 拟 南 芥 为 冬季 生态 型 ,在 越冬 前 主要 进行 营养 生长 ,经 过 冬季 低温 
后 在 第 二 年 春季 适宜 条 件 下 迅速 开花 。 而 夏季 生态 型 不 需要 经 过 低温 过 程 就 能 直接 开花 。 
目前 在 实验 室 条 件 下 最 常用 的 拟 南 闪 生态 型 Columbia (Col)、Wassilewskija (Ws)、Landsberg 
erecta(Ler) 等 都 属于 夏季 生态 型 。 分 析 夏 季 生 态 型 和 冬季 生态 型 的 遗传 差异 发 现 显 性 位 
点 FRICID4 (FRI) 在 春 化 需求 方面 起 主要 作用 ,而 夏季 生态 型 就 是 由 于 FRT 位 点 在 进化 
过 程 发 生 突变 或 缺失 进化 而 来 的 。 进 一 步 研究 表明 FLOWER LOCUS C (FLC) 和 FRI 都 
为 春 化 所 必需 。FLC 是 开花 抑制 因子 ,FRI 能 上 调 FLC 表达 ,从 而 导致 了 冬季 生态 型 的 晚 
花 表 型 ,而 春 化 低温 能 颜 颜 FRI 的 作用 ,降低 并 保持 FLC 低 水 平 表 达 状 态 , 促 进 冬季 生态 
型 在 春天 合适 的 条 件 下 开花 。 

FLC 编码 一 个 MADS-BOX 转录 因子 ,FLC 通过 与 开花 时 间 基 因 .SOC1 、FT 的 
CArG boxes 相互 作用 抑制 这 些 基 因 的 表达 ,从 而 削弱 了 光 周 期 途径 对 这 些 基 因 的 活化 
效应 。FLC 功能 缺失 突变 能 完全 抑制 FRI 的 晚 花 表 型 ,表明 FRI 通过 FLC 介 导 春 化 
过 程 。 

在 未 经 春 化 处 理 的 冬季 生态 型 中 FLC 高 水 平 表 达 , 而 春 化 处 理 抑制 了 FLC 的 表 
达 ( 外 10-29)。 通 过 大 规模 筛选 春 化 不 敏感 (vin) 型 拟 南 芥 突 变 体 ,科学 家 发 现 了 两 个 重 
要 的 FLC 调控 基因 VRNIJ (vemalization 1) 和 VRN2(vernalization 2)。VRN2 是 编码 果 蝇 
Polycomb-Group (PeG) 发 育 调节 因子 Su(Z)12 的 同 源 基因 。 在 果 蝇 中 ,Su(Z)12 能 通过 修 








冬 性 一 年 生 野 生 型 植株 
未 经 低温 处 理 越冬 


冬 性 一 年 生 野 生 型 植株 | 冬 性 一 年 生 刀 突变 体 植株 


40 天 低温 处 理 后 越冬 本 
ee FLC mRNA 
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图 10-29 春 化 处 
理 抑 制 了 拟 南 芥 冬 
季 生 态 型 中 FLC 基 
因 的 表达 ,在 冬季 生 
态 型 中 突变 FC 位 
点 ,不 经 春 化 处 理 杆 
物 即 可 开花 
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饰 染色 质 结构 调节 基因 表达 。VRNI 定位 于 核 内 ,具有 2 个 植物 特异 的 与 DNA 结合 有 
关 的 B3 结构 域 。 研 究 表明 , 春 化 处 理 后 ,FLC 被 表 观 修饰 沉默 。 在 vrn1 和 rmm2 突变 体 
中 , 春 化 处 理 后 FLC 仍 表现 为 抑制 , 回 到 高 温 后 FLC 的 表达 水 平 又 增加 ,表明 VRNI 和 
VRN2 参与 维持 而 不 是 起 始 FLC 的 抑制 。Sung 和 Amasino 鉴定 了 另 一 个 受 低温 诱导 、 
具有 PHD finger (参与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ) 的 VIN3 蛋白。 在 vin3 突变 体 中 , 春 化 处 
理 没 有 抑制 ALC 的 表达 ,表明 VIN3 可 能 参与 起 始 春 化 处 理 诱导 的 FLC 沉默 。VRN2 位 
点 突变 能 改变 FLC 染色 质 的 结构 ,表明 VRN2 在 FLC 基因 沉默 的 染色 质 重 塑 (chromatin 
remodeling) 过 程 中 起 作用 。VIN3 能 与 Polycomb Repressive Complex 2(PRC2) 相互 作 用， 
而 PRC2 为 组 蛋白 H; 的 Lys27 三 甲 基 化 (H3K27me3 ,该 位 点 的 甲 基 化 通常 与 基因 沉默 
相关 ) 所 必需 , 春 化 处 理 增加 了 FLC 转录 起 始 位 点 处 的 甲 基 化 ,随后 招募 VRNI、VRN2 
和 LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1(LHP1) 共 同 维持 了 FLC 的 抑制 状态 。 因 此 ， 
VIN3 被 春 化 诱导 后 起 始 了 FLC 的 沉默 ,并 招募 VIN1 和 VIN2 来 维持 FLC 的 基因 沉默 
状态 。 

VIN3 蛋白 受 春 化 诱导 , 且 春 化 处 理 使 VIN3-PRC2 复合 体 在 FLC 染色 质 上 富 集 。 
由 于 VIN3 不 具备 DNA 结合 能 力 ,那么 春 化 处 理 后 PRC2 又 如 何 结合 到 FLC 染色 质 
上 ? 最 新 研究 发 现 , 一 个 转录 起 始 于 FLC 第 一 个 内 含 子 的 长 的 反 义 非 编码 RNA (COLD 
ASSISTED INTRONIC NONCODING RNA ,COLDAIR) 受 春 化 诱导 , 有 是 COLDAIR 能 与 
PRC2 相互 作用 ,是 春 化 处 理 后 PRC2 结合 到 FLC 位 点 所 必需 的 。 用 RNAi 的 方法 减 
少 COLDAIR 表达 ,能 抑制 春 化 效应 ,表明 非 编 码 RNA 在 调控 FLC 表达 方面 也 起 了 重 
要 作用 。 


10.3.3 开花 途径 的 整合 


在 拟 南 芥 中 , 光 周 期 途径 . 春 化 途径 .自主 途径 和 GA 途径 通过 调控 一 些 控制 不 同 开 
花 途 径 整 合 因子 (SOC1 、FT) 的 表达 强度 ,激活 或 抑制 下 游 花 器 官 分 生 组 织 决定 基因 (ZLFY、 
4P1) 的 表达 (由 10-30), 从 而 使 植物 适应 环境 条 件 和 自身 生理 条 件 的 变化 ,优化 其 生长 和 发 
育 需要 。 
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| 针 10-30 调节 植 
物 开花 的 分 子 机 理 

光 周 期 途径 通过 腊 夜 
节律 钟 和 光 受 体 调 
节 CO 蛋白 量 ,CO 则 
通过 FT 和 SOCI 调 
控 花 序 分 生 组 织 基 因 
LFY、4PT 来 调节 开 
花 。 春 化 途径 中 VIN3 
起 始 抑制 FLC 表达 ， 
招募 VRNI1,VRN2 来 
维持 FLC 基因 沉 冉 。 
自主 途径 基因 通过 不 
同 机 制 抑制 FLC 表 达 ， 
促进 SOC1 、FT 表达 ， 
从 而 促进 了 开花 。GA 
途径 通过 GA 合成 及 
信号 转 导 有 关 组 分 影 
啊 SOCI 和 LFY 表达 ， 
调控 植物 开花 时 间 。 
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思考 题 


- 为 什么 机 体 需要 体液 免疫 和 细胞 免疫 两 种 免疫 方式 ? 缺失 其 中 一 种 的 后 果 是 什么 ? 

假如 你 猪 测 某 个 基因 涉及 果 蝇 的 眼睛 发 育 (已 知 该 基因 的 序列 ), 请 试 设 计 实验 证 实 你 的 设想 。 

假如 某 个 基因 突变 长 出 两 个 尾巴 的 异常 果 蝇 , 但 你 不 知道 该 表 型 涉及 一 个 基因 还 是 多 个 基因 ,你 将 如 
何 设计 实验 解决 这 一 问题 ? 请 提出 实验 方案 找到 涉及 这 个 性 状 的 突变 基因 。 

假如 你 得 到 一 个 拟 南 芥 突变 体 , 表 型 是 花 发 育 不 正常 ,但 是 发 生 突变 的 基因 不 属于 所 有 已 知 的 参与 花 
形态 建成 的 基因 ,你 如 何 研究 这 个 基因 在 拟 南 芥 花 发 育 中 的 功能 ? 你 觉得 这 个 问题 有 可 能 吗 ( 即 确实 
存在 这 样 的 基因 吗 ) ? 

现在 已 经 证 明 植 物 开花 的 时 间 与 光照 有 关 , 试 问 这 种 关联 对 于 植物 有 何 意义 。 

假如 把 拟 南 芥 中 所 有 涉及 花 发 育 的 基因 全 部 敲 除 ,将 所 有 涉及 玫瑰 花 发 育 的 基因 都 置 于 相应 拟 南 芥 
基因 启动 子 的 调控 之 下 并 转 到 拟 南 芥 中 ,这 些 转基因 拟 南 芥 会 开 出 玫瑰 花 吗 ? 为 什么 ? 


人 


2 


各 
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基因 组 与 比较 基因 组 学 





i.1 大 类 基因 组 计划 

12 高通 最 DNA 序列 分 析 技 术 

113 新 测序 平台 的 应 用 

11,4 其 他 代表 性 基因 组 

和 5 三 比较 基因 组 学 {compararive genomics) 研究 








20 世纪 40 年 代 研制 成 功 的 第 一 颗 原 子弹 ,60 年 代 实 现 的 人 类 登 月 计划 和 90 年 代 提 
出 并 于 2000 年 基本 完成 的 人 类 基因 组 计划 (Human Genome Project,HGP) 是 公认 的 20 世 
纪 科技 发 展 史 中 的 三 大 创举 。DNA 双 螺 旋 结构 的 发 现 者 之 一 J. D. Watson 认为 ,与 人 类 
登 月 计划 相 比 ,HGP 的 资金 投入 更 少 ,但 对 人 类 生活 的 影响 却 可 能 更 深远 。 随 着 这 个 计 
划 的 完成 ,人 类 基因 组 中 储藏 的 有 关 人 类 生存 和 繁衍 的 全 部 遗传 信息 将 被 破译 , 它 将 不 仅 
帮助 我 们 理解 人 类 各 种 生理 过 程 的 内 在 机 制 , 还 将 最 终 揭 开 癌 症 、 早 老 性 痴呆 症 ,精神 分 
裂 症 等 严重 危害 人 类 健康 的 疾病 的 生理 及 分 子 机 制 ,并 最 终 为 这 些 疾病 的 预防 及 治疗 提 
供 理 论 基础 。 与 此 同时 ,对 人 类 .细菌 ,病毒 以 及 其 他 各 物种 基因 组 信息 的 破译 ,也 将 有 助 
于 人 们 解决 诸如 人 口 膨胀 .粮食 短缺 .环境 污染 ,疾病 危害 ,能源 资源 匮乏 .生态 平衡 失调 、 
生物 物种 消亡 等 一 系列 世界 难题 。 

对 人 类 以 及 其 他 生物 体 全 基因 组 序列 的 测定 是 科学 发 展 史 上 的 浩大 工程 。 人 类 基 
因 组 计划 以 及 由 此 派生 出 来 的 数量 庞大 的 基因 组 计划 显然 得 益 于 20 世纪 下 半 叶 分 子 
生物 学 研究 和 计算 机 科学 技术 的 蓬勃 发 展 ,前 者 直接 导致 了 DNA 序列 分 析 仪器 的 发 明 
及 其 迅速 的 更 新 换代 ,为 基因 组 计划 提供 了 强大 的 技术 支撑 ,而 后 者 则 使 该 计划 所 产生 
的 海量 数据 在 实验 室 得 到 消化 和 处 理 。 从 1975 年 花 了 九 牛 二 虎 之 力 测 定 全 长 5 386 bp 
的 噬菌体 @X174 基因 组 到 2001 年 完成 总 长 30 亿 碱 基 对 的 人 类 基因 组 序列 测定 , 短 
短 20 多 年 间 DNA 序列 分 析 技 术 产 生 了 质 的 飞跃 。 如 果 没 有 高 通 量 DNA 序列 分 析 技 
术 的 发 展 , 人 类 基因 组 计划 就 几乎 不 可 能 完成 。 而 随后 出 现 并 不 断 得 到 改进 的 第 二 代 
测序 技术 更 是 将 基因 组 学 的 研究 推进 到 前 所 未 有 的 深度 和 广度 。 不 仅 极 大 地 增加 了 单 
位 时 间 的 测序 量 ,显著 降低 了 测序 成 本 ,同时 也 拓宽 了 通过 测序 所 能 探讨 的 科学 问题 的 
范畴 。 

随 着 计算 机 分 析 处 理 能 力 的 提高 以 及 科学 家 对 序列 分 析 流 程 的 不 断 改进 和 优化 ， 
大 规模 测序 已 不 再 是 只 有 极 少数 测序 中 心 才能 够 承担 的 工作 。 随 着 各 个 实验 室 逐 渐 
能 够 自行 生产 和 处 理 大 规模 测序 数据 , 越 来 越 多 物种 的 基因 组 DNA 被 测定 和 解析 ,人 
们 开始 对 不 同时 期 不 同 组 织 在 健康 或 疾病 状态 下 的 全 基因 组 水 平 以 及 不 同 个 体 ,不同 
物种 间 基 因 组 序列 、 表 达 谱 差异 等 进行 深入 分 析 , 阐述 染色 质 的 高 级 结构 、 各 种 表 观 
遗传 修饰 和 各 种 蛋白 质 -DNA 相互 作用 对 整个 基因 组 的 转录 调控 所 带 来 的 影响 。 此 
外 ,“ 元 基因 组 学 ”(metagenomics) 则 以 取 自 环境 的 样本 里 所 有 的 遗传 物质 或 特定 的 微 
生物 群落 为 研究 对 象 。 所 有 这 些 为 我 们 解码 生命 了解 生命 的 起 源 和 生长 发 育 规律 、 
认识 种 属 之 间 以 及 个 体 之 间 存 在 差异 的 起 因 、 认 识 疾病 产生 机 制 以 及 长 寿 与 衰老 等 生 
命 现象 ,诊治 疾病 等 ,提供 科学 依据 ,导致 一 批 生命 科学 相关 领域 出 现 了 不 曾 预 见 的 新 
面貌 。 
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11.1 人 类 基因 组 计划 


基因 组 是 生物 体内 遗传 信息 的 集合 ,是 某 个 特定 物种 细胞 内 全 部 DNA 分 子 的 总 和 。 
“基因 组 学 " 则 是 美国 人 T. H. Roderick 在 1986 年 7 月 首次 提出 .并 与 一 个 新 的 杂志 一 一 
Cenomics 一 道 问 世 。 基 因 组 学 着 眼 于 研究 并 解析 生物 体 整个 基因 组 的 所 有 遗传 信息 ,从 
而 完全 改变 了 经 典 遗 传 学 " 零 殴 碎 打 "的 方法 ,更 加 系统 和 全 面 地 研究 生命 现象 。 为 了 解 
析 人 类 基因 组 中 携带 的 有 关 人 类 个 体 生 长 发 育 . 生 老病 死 的 全 部 遗传 信息 , 揭 开 人 类 生长 
发 育 的 奥秘 ,追求 健康 ,战胜 疾病 ,人 类 基因 组 计划 于 20 世纪 90 年 代 启 动 。 计 划 测 定单 
倍 体 染色 体 组 中 约 30 亿 碱 基 对 序列 ,从 如 下 8 个 方面 阐明 这 些 编码 的 遗传 信息 : 

(1) 确定 人 类 基因 组 中 2 万 ~ 2.5 万 个 编码 基因 的 序列 及 其 在 基因 组 中 的 物理 位 置 ， 
研究 基因 的 产物 及 其 功能 - 

(2) 了 解 转录 和 剪接 调控 元 件 的 结构 与 位 置 ,从 整个 基因 组 结构 的 宏观 水 平 上 理解 基 
因 转录 与 转录 后 调节 。 

(3) 从 整体 上 了 解 染 色 体 结构 ,包括 各 种 重复 序列 以 及 非 转录 调控 序列 的 大 小 和 组 织 ， 
了 解 各 种 不 同 序列 在 形成 染色 体 结构 .DNA 复制 .基因 转录 及 表达 调控 中 的 影响 与 作用 。 

(4) 研究 空间 结构 对 基因 调节 的 作用 。 有 些 基因 的 表达 调控 序列 与 被 调节 基因 在 
DNA 一 级 结构 上 相距 甚 远 ,但 若 从 整个 染色 体 的 空间 结构 上 看 则 恰恰 处 于 最 佳 的 调节 位 
置 ,因此 ,有 必要 从 三 维 空间 的 角度 来 研究 真 核 基因 的 表达 调控 规律 。 

(5) 发 现 与 DNA 复制 ,重组 等 有 关 的 序列 。DNA 的 忠实 复制 保障 了 遗传 的 稳定 性 ， 
正常 的 重组 提供 了 变异 与 进化 的 分 子 基础 。 局 部 DNA 的 推迟 复制 .异常 重组 等 现象 则 导 
致 疾病 或 者 胚胎 不 能 正常 发 育 。 因 此 ,了 解 与 人 类 DNA 正常 复制 和 重组 有 关 的 序列 及 其 
变化 ,将 为 研究 人 类 基因 组 的 遗传 与 进化 提供 重要 依据 。 

(6) 研究 DNA 突变 . 重 排 和 染色 体 断 裂 等 ,了 解 疾病 的 分 子 机 制 , 包 括 遗 传 性 疾病 . 易 
感性 疾病 .放射 性 疾病 甚至 感染 性 疾病 引发 的 分 子 病理 学 改变 及 其 进程 ,为 这 些 疾病 的 诊 
断 、 预 防 和 治疗 提供 理论 依据 。 

(7) 确定 人 类 基因 组 中 转 座 子 .逆转 座 子 和 病毒 残余 序列 ,研究 其 周围 序列 的 性 质 。 
了 解 有 关 病 毒 基因 组 侵 染 人 类 基因 组 后 的 影响 ,可 能 有 助 于 人 类 有 效 地 利用 病毒 载体 进 
行 基 因 治 疗 。 

(8) 研究 个 体 间 各 遗传 元 件 的 多 态 性 。 这 些 知 识 可 被 广泛 用 于 基因 诊断 .个 体 识别 、 
亲子 鉴定 组织 配 型 发育 进化 等 许多 医疗 ,司法 和 人 类 学 的 研究 。 此 外 ,这 些 遗 传 信息 还 
有 助 于 研究 人 类 历史 进程 人 类 在 地 球 上 的 分 布 与 迁移 以 及 人 类 与 其 他 物种 之 间 的 比较 。 


11.1.1 遗传 图 


遗传 图 (genetic map) 又 称 为 连锁 图 (linkage map), 是 指 基因 或 DNA 标志 在 染色 体 上 
的 相对 位 置 与 遗传 距离 。 通 过 遗传 图 我 们 可 以 大 致 了 解 各 个 基因 或 DNA 片段 之 间 的 相 
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图 11-1 遗传 距离 
图 的 基本 数据 来 自 
基因 的 重组 

上 述 4 个 基因 都 位 于 
果 蝇 的 X 染色 体 上 。 


对 距离 与 方向 ,了 解 哪个 基因 更 靠近 着 丝 粒 ,哪个 更 靠近 端 粒 等 。 遗 传 距 离 是 通过 遗传 连 
锁 分 析 确 定 的 。 连 锁 分 析 是 经 典 遗 传 学 的 重要 手段 。 因 为 在 同 源 染色 体 的 同一 遗传 位 点 
上 可 能 存在 不 同 的 等 位 基因 (多 态 性 ), 而 在 产生 配子 的 减 数 分 裂 过 程 中 , 同 源 染色 体 既 能 
相互 配对 也 可 能 发 生 片 段 互 换 , 从 而 导致 子 代 出 现 两 个 遗传 位 点 等 位 基因 的 “重组 ", 该 
重组 频率 与 这 两 个 位 点 之 间 的 距离 呈正 相关 。 于 是 ,科学 上 用 两 个 位 点 之 间 的 交换 或 重 
组 频率 厘 摩 (cM) 来 表示 其 遗传 学 距离 (和 4 0-0。cM 值 越 大 ,表明 两 者 之 间距 离 越 远 。 一 
般 说 来 ,这 一 数值 不 会 大 于 50% 或 50 cM, 因为 当 重组 率 等 于 50%( 即 遗传 学 距离 等 于 
50 cM) 时 ,两 个 位 点 之 间 完 全 不 连锁 (相当 于 在 不 同 的 染色 体 上 ), 只 发 生 随 机 交换 。 





基因 
也 微 翅 型 知 
f 重组 频率 
现 与 Uv 之 间 : 3.0% 
v 红眼 型 藤 mm 与 》 之 间 : 33.7% 


了 与 w 之 间 : 29.4% 


1 与 y 之 间 : 1.3% 
w 白眼 型 若 





推算 的 遗传 距离 


yw v 更 





0 1.3 30.71 33 了 7 





研究 中 所 使 用 的 遗传 标记 越 多 , 越 密集 ,所 得 到 的 遗传 连锁 图 的 分 辩 率 就 越 高 。 经 典 
的 遗传 标记 是 可 被 电泳 或 免疫 技术 检 出 的 蛋白 质 标记 ,如 红细胞 ABO 血型 位 点 标记 , 白 
细胞 HLA 位 点 标记 等 。 表 11-1 给 出 了 酵母 遗传 分 析 中 最 常见 的 部 分 生物 化 学 标签 。 由 
于 人 类 本 身 不 能 像 其 他 “ 非 人 类 "生物 那样 进行 “选择 性 ”婚配 , 子 代 个 体 数 量 较 为 有 限 以 
及 世代 寿命 较 长 等 客观 原因 ,已 知 呈 共 显 多 态 性 的 蛋白 质数 量 不 多 ,等 位 基因 的 数量 (多 
态 性 ) 也 不 多 ,使 人 类 遗传 性 状 研究 受到 很 大 的 限制 。DNA 多 态 性 遗传 标记 检测 技术 的 
建立 提供 了 大 量 新 的 人 类 基因 组 遗传 标记 。 


表 11-1 酵母 遗传 分 析 中 最 常用 的 生物 化 学 标签 





标签 表 型 筛选 方法 
ADE2 培养 基 中 需 加 入 腺 苷 酸 只 能 在 加 入 腺 苷 酸 的 培养 基 上 生长 
CAN1 对 刀 豆 氮 酸 有 抗 性 能 在 含有 刀 豆 氨 酸 的 培养 基 上 生长 
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续 表 


标签 表 型 筛选 方法 

CUP1 对 铀 离子 有 抗 性 能 在 含有 铜 离子 的 培养 基 上 生长 
CYHI1 对 环 已 酰 亚 胺 有 抗 性 能 在 含有 环 已 酰 亚 胺 的 培养 基 上 生长 
LEU2 培养 基 中 需 加 入 亮 气 酸 只 能 在 加 入 亮 氨 酸 的 培养 基 上 生长 
SUC2 能 进行 蔗糖 发 酵 能 在 以 蔗 赃 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 上 生长 
URA3 培养 基 中 需 加 入 屎 喀 喧 只 能 在 加 入 尿 喀 喧 的 培养 基 上 生长 


第 一 代 DNA 遗传 标记 是 RFLP (restriction fragment length polymorphism, 限制 性 片段 
长 度 多 态 性 ) 和 RAPD (random amplified polymorphism DNA ,随机 扩 增 多 态 DNA)。DNA 序 
列 上 的 微小 变化 ,甚至 1 个 核 苷 酸 的 变化 ,也 能 引起 限制 性 内 切 核酸 酶 切 点 的 丢失 或 产 
生 , 导 致 酶 切片 段 长 度 的 变化 由 1 ,或 者 改变 引物 结合 效率 ,影响 PCR 扩 增 。 由 于 核 苷 
酸 序列 的 改变 遍及 整个 基因 组 ,特别 是 进化 中 选择 压力 较 小 的 非 编码 序列 中 ,只 要 选择 得 
当 , 生 物体 内 出 现 共 显 性 RFLP 和 RAPD 分 子 标记 的 频率 远 远 超 过 了 经 典 的 蛋白 质 多 态 
性 图 11-3。 但 是 ,RFLP 和 RAPD 仅 局 限于 1 个 或 少数 几 个 核 苷 酸 的 突变 ,一 般 只 能 导致 
限制 性 酶 切 位 点 的 “ 切 开 " 与 “不 切 开 " 或 某 一 扩 增 条 带 “ 存 在 "与 “不 存在 ", 所 提供 的 “多 
态 性 ”信息 量 较 小 。 








多 态 性 限制 性 位 点 
DNA | DNA 
人 (等 位 基因 1) 一 + 一 下 一 (等 位 基因 2) 


加 入 限制 性 内 切 核 酸 酶 


A 一 ~ 一 
4 个 片段 3 个 片段 








第 二 代 DNA 遗传 标记 利用 了 存在 于 人 类 基因 组 中 的 大 量 重复 序列 ,包括 重复 单位 
长 度 在 15 ~ 65 个 核 苷 酸 的 小 卫星 DNA (minisatellite DNA), 重 复 单位 长 度 在 2 ~ 6 个 核 苷 
酸 之 间 的 微 卫 星 DNA (microsatellite DNA), 后 者 又 称 为 简短 串联 重复 多 态 性 (short tandem 
repeat polymorphism,STRP 或 者 simple sequence length polymorphism,SSLP) 标 记 。STRP 有 
两 个 突出 的 优点 , 即 作 为 遗传 标记 的 “多 态 性 ”与 “高 频率 ”。 由 于 (A)n, (CA)n, (CGG) 
n 等 短 重复 序列 在 同一 位 点 上 可 重复 单位 数量 变化 很 大 , 同 源 染 色 体 配对 时 又 容易 产生 
“ 错 配 ” ,进一步 扩大 了 群体 中 所 拥有 的 “等 位 基因 ” 数 , 并 使 这 样 的 位 点 遍布 于 整个 基因 
组 。 现 已 有 5 264 个 STRP 为 主体 的 遗传 标记 “连锁 图 " ,平均 分 辩 率 已 达 600 kb, 其 中 第 
17 号 染色 体 上 平均 每 495 kb 有 一 个 标记 ,第 9 号 染色 体 上 平均 每 767 kb 有 一 个 标记 , 整 
个 基因 组 中 只 有 3 处 标记 间距 大 于 4 Mb。 
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图 11-2 限制 性 
片段 长 度 多 态 性 
(RFLP) 原理 示意 图 
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图 11-3 RAPD 分 子 
标记 中 的 显 性 与 共 
显 多 态 性 分 子 机 制 
(a) 最 常见 的 显 性 多 态 
性 标记 ; (b)~(d) 都 是 
共 显 性 多 态 性 标记 。 
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第 三 代 DNA 遗传 标记 , 即 单 核 苷 酸 多 态 性 (single nucleotide polymorphism ,SNP) 标 
记 , 指 分 散 于 基因 组 中 的 单个 碱 基 的 差异 ,包括 单个 碱 基 的 缺失 和 插入 ,但 更 常见 的 是 单 
个 核 苷 酸 的 替换 。 由 于 该 标记 中 的 所 有 “遗传 多 态 性 ”都 来 自 单个 核 苷 酸 的 差异 ,SNP 有 
可 能 在 密度 上 达到 人 类 基因 组 “多 态 " 位 点 数目 的 极限 ,所 以 , 它 可 能 是 最 好 的 遗传 标记 。 
到 目前 为 止 ,已 经 在 人 类 基因 组 发 现 了 超过 1 000 万 个 SNP 位 点 ,平均 每 300 bp 中 就 有 一 
个 SNP。 由 于 基因 组 不 同 部 分 受到 的 选择 压力 不 同 ,而 且 基 因 组 中 蛋白 质 编码 序列 仅 占 
10% 以 下 , 绝 大 多 数 SNP 位 于 非 编码 区 。SNP 与 RFLP 和 STRP 标记 的 主要 不 同 之 处 在 于 ， 
它 不 再 以 DNA 片段 的 长 度 变化 作为 检测 手段 ,而 直接 以 序列 变异 作为 标记 里 114。SNP 
遗传 标记 分 析 完全 据 弃 了 经 典 的 凝 胶 电 泳 , 代 之 以 新 的 DNA 芯片 技术 ,在 人 类 基因 组 " 遗 
传 图 " 的 绘制 中 发 挥 了 重要 作用 。 

“遗传 图 "的 建立 为 人 类 疾病 相关 基因 的 分 离 克隆 奠定 了 基础 。 拥 有 5 000 多 个 遗传 
学 位 点 ,相当 于 把 整个 人 类 基因 组 划分 为 5 000 多 个 小 区 ,并 分 别 设置 了 “标牌 "。 这 些 标 
牌 将 在 搜索 功能 基因 的 过 程 中 发 挥 独特 的 作用 。 把 多 态 性 的 疾病 基因 位 点 (该 位 点 至 少 
包括 “正常 ”及 “ 致 病 ” 两 个 等 位 基因 ) 与 上 述 遗 传 标记 进行 分 析 比 较 时 ,如 果 在 家 系 中 证 
实 该 基因 与 某 个 标记 不 连锁 (重组 频率 为 50%), 表 明 该 基因 不 在 这 一 标记 附近 ;如 果 发 现 
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(a) 等 位 基因 1 一 一 一 一 一 一 


[ww] 
“ws .AGTCAGAAATC... 


等 位 基因 2 一 一 一 一 一 一 一 一 


LAGTcAcAAATc 


(b) 碱 基 完 全 配对 时 形 
成 稳定 的 杂 合 体 守 核 车 酸 


GIOOGTEGOTCAGTOT LIAGET 
GACCAGCAGTCAGAAATCAA 








DNA 
SNP 


出 现 单 个 SNP, 导 致 杂 
合体 稳定 性 减弱 总 
碱 基 不 配对 
CTGGTCGTCAGTCTTTAGTT 


GACCAGCAGTCACAAATCAA 

















该 基因 与 某 个 标记 有 一 定 程度 的 “连锁 ”( 重 组 频率 小 于 50% ,但 大 于 0), 表 明 它 可 能 位 于 
这 个 标记 附近 ;如 果 该 基因 与 某 标记 间 不 发 生 重组 (重组 频率 等 于 0), 我 们 就 推测 该 标记 





与 所 研究 的 疾病 基因 可 能 非常 接近 。 
11.1.2 物理 图 EE 
人 类 基因 组 的 物理 图 (physical map) 是 指 以 
已 知 核 苷 酸 序列 的 DNA 片段 (序列 标签 位 点 ， 二 
sequence-tagged site ,STS) 为 “路 标 ” ,以 碱 基 对 (bp、 ee 
kb、Mb) 作为 基本 测量 单位 (图 距 ) 的 基因 组 图 。 纺 l 
任何 DNA 序列 ,只 要 知道 它 在 基因 组 中 的 位 置 ， | 
都 能 被 用 做 STS 标签 。 物 理 图 的 主要 内 容 是 建立 pet18 
相互 重合 连接 的 “相连 DNA 片段 群 ”(contig), 并 时 
用 PCR 方法 予以 证 实 。 图 11-5 是 酵母 第 3 号 染 
色 体 的 遗传 图 与 物理 图 的 比较 。 序 列 分 析 表 明 ， i 
遗传 图 上 关于 glk1 和 chal 两 个 基因 位 点 的 定位 
是 错误 的 。 由 于 实验 方法 不 同 ,不 少 遗 传 标记 之 SUP61 
间 的 距离 并 不 等 于 它们 在 物理 图 上 距离 。 4BP1 





用 STS 技术 绘制 基因 组 物理 图 是 非常 有 效 的 
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图 11-4 人 类 基因 
组 中 的 单 核 苦 酸 多 
态 性 (SNP) 作为 遗 
传 标记 的 分 子 机 制 
(a) SNP 的 产生 ;(b) SNP 
的 产生 影响 了 DNA 序 
列 间 杂 交 的 强度 。 


图 11-5 陕 甘 第 3 
号 染色 体 图 ( 右 ) 和 
物理 图 ( 左 ) 的 比较 
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图 11-6 用 STS 标 
签 技 术 制 作 基 因 组 
的 物理 图 
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方法 。STS 其 实 只 是 基因 组 中 任何 单 拷贝 的 短 DNA 序列 ,长度 为 100 ~ 500 bp。 建 立 STS 
物理 图 之 前 ,首先 要 得 到 至 少 5 套 包含 相关 染色 体 或 整个 基因 组 的 DNA 片段 (图 11-6)。 然 
后 ,分 别 用 各 个 DNA 片段 做 模板 ,用 来 自 不 同 STS 标签 上 的 序列 做 引物 进行 PCR 扩 增 。 
如 果 某 两 个 STS 标签 在 基因 组 上 靠 得 很 近 , 它 们 有 可 能 一 直 同 时 出 现在 DNA 大 片段 上 ; 
如 果 某 两 个 STS 标签 在 基因 组 上 相距 较 远 ,它们 同时 出 现在 一 个 DNA 大 片段 上 的 概率 就 
会 小 得 多 。 只 要 有 一 定数 量 的 STS 标签 ,所 有 DNA 大 片段 在 该 染色 体 或 基因 组 中 的 位 
置 都 能 被 确定 下 来 。 基 于 STS 的 物理 图 把 来 自 经 典 遗传 学 及 细胞 遗传 学 中 的 基因 位 点 
的 信息 转化 为 基因 组 上 的 物理 位 点 信息 ,因此 可 直接 以 这 些 片段 为 材料 进行 基因 克隆 和 
分 析 。 现 在 已 有 包含 上 百 万 个 STS 的 人 类 基因 组 物理 图 ,分辩 率 达到 每 3 ~4 kb 有 一 个 
STS 标签 。 




















着 丝 粒 
一 对 更 离 很 近 一 对 距离 很 远 
的 STS 标签 的 STS 标签 
染色 体 物 理 图 谱 

-C(O 人 GC 人 CCGG 
一 于 一 一 一 一 上 -一 一 
heshan 和 7 六 
一 ”一半 一 一 一 一 大 片 
-一 一 一 一 广 一 一 
一 -一 一 一 一 一 -一 一 -一 -一 一 一 

两 个 标签 同时 出 现在 只 有 两 个 DNA 大 片段 

6 个 DNA 大 片段 中 上 有 两 个 标签 序列 

11.1.3 ”转录 图 


生物 性 状 ,包括 疾病 ,主要 是 由 结构 或 功能 蛋白 质 所 决定 的 ,而 所 有 已 知 蛋 白质 都 是 
由 带 有 多 腺 苷 酸 “ 尾 巴 "的 mRNA 按照 遗传 密码 三 联 子 的 规律 翻译 产生 的 。 因 此 ,分 离 纯 
化 mRNA (或 cDNA), 提 取 基 因 组 的 可 转录 部 分 对 于 了 解 生 命 现 象 是 至 关 重 要 的 。 人 类 基 
因 组 转录 图 (cDNA 图 ;expression profiling), 或 者 基因 的 cDNA 片段 图 , 即 表 达 序 列 标签 图 
(expressed sequence tag,EST) 是 人 类 基因 组 图 的 重要 组 成 部 分 。 实 验 中 可 通过 得 到 的 一 
有 段 eDNA 或 一 个 EST, 筛 选 出 全 长 的 转录 物 , 并 根据 其 序列 的 特异 性 将 该 转录 物 所 代表 的 
基因 准确 地 定位 于 基因 组 上 。 

在 整个 人 类 基因 组 中 ,只 有 2% 的 序列 编码 蛋白 质 , 即 包含 2 万 ~ 2.5 万 个 蛋白 质 
编码 基因 。 这 些 基 因 的 平均 长 度 为 27 kb 左右 ,含有 8.8 个 长 约 145 bp 的 外 显 子 。 而 
内 含 子 的 长 度 则 大 大 超过 外 显 子 ,达到 3 365 bp 左右 。 人 类 基因 的 3' 非 翻译 区 (UTR) 
的 平均 长 度 为 770 bp, 其 5' 非 翻译 区 的 平均 长 度 为 300 bp, 可 读 框 的 平均 长 度 约 为 
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1 340 bp, 编码 447 个 氨基 酸 ' 专 10-2)。 在 人 类 成 年 个 体 的 每 一 特定 组 织 中 ,一 般 只 有 
10% ~ 20% 的 基因 表达 (1 万 ~ 2 万 个 不 同类 型 的 mRNA)。 通 过 分 离 特 定 组 织 在 某 一 
发 展 阶段 或 某 种 生理 条 件 下 的 总 mRNA ,合成 cDNA 并 进行 序列 分 析 , 即 可 得 到 该 组 织 
在 特定 条 件 下 的 转录 信息 。 另 外 ,通过 测定 同一 转录 物 的 数量 ,还 可 以 进一步 得 到 各 转 
录 物 表达 量 的 信息 。 收 集 各 种 组 织 .细胞 或 同一 组 织 .细胞 在 不 同时 期 或 不 同 生理 状 
态 下 的 基因 表达 谱 进 行 两 两 或 多 重 比 较 , 即 所 谓 的 “电子 消减 杂交 "或 “数据 库 消减 杂 
交 ”", 就 能 比较 全 面 地 了 解 哪些 基因 是 特异 性 表达 的 ,哪些 是 组 成 型 表达 的 ,哪些 基因 
受 发 育 过 程 的 调控 而 哪些 受 生理 状态 或 外 部 环境 影响 的 调控 。 将 这 些 表 达 信 息 标记 
到 相应 的 组 织 .细胞 中 ,就 可 以 绘 出 区 分 200 余 种 人 体 基本 组 织 或 不 同 细 胞 的 人 体 基因 
图 (body-map)。 转 录 图 或 基因 表达 谱 使 人 们 更 系统 .全 面 地 研究 特定 细胞 .组 织 或 器 官 
的 基因 表达 模式 并 解释 其 生理 属性 ,更 深入 地 认识 生长 .发育 .分 化 .衰老 和 疾病 发 生 
机 制 。 


表 11-2 人 类 基因 组 数据 库 中 和 蛋白质 编码 基因 的 部 分 重要 参数 比较 


性 质 平均 值 
外 显 子 长 度 /bp 145 
外 显 子 个 数 8.8 
内 含 子 长 度 /bp 3 365 
3' 非 翻译 区 770 
5' 非 翻 译 区 300 
可 读 框 长 度 /bp 1340 
核 基因 长 度 /kb 27 
11.1.4 全 序列 图 


人 类 基因 组 的 核 苷 酸 序列 图 其 实 是 分 子 水 平 上 最 高 层次 的 .最 详尽 的 物理 图 。 测 定 
总 长 约 1 m .由 30 亿 个 核 苷 酸 组 成 的 全 序列 是 人 类 基因 组 计划 中 最 明确 的 任务 。 第 一 个 
完成 的 人 类 基因 组 全 序列 来 自 一 个 “代表 性 人 类 个 体 ”( 其 所 有 权 在 法 律 上 不 属于 任何 供 
体 )。 该 序列 在 其 完成 时 在 理论 上 代表 了 全 人 类 的 基因 组 信息 ,后 来 也 成 为 所 有 个 体重 测 
序 的 参考 基因 组 ,并 为 基因 分 析 和 诊断 提供 了 各 种 参考 信息 。 研 究 还 发 现 , 人 类 基因 组 与 
其 他 动物 基因 组 在 染色 体 水 平 上 有 “ 共 线 ”( 即 同 源 ) 现 象 。 图 11-7 是 人 类 第 21 号 染色 
体 HSA21 位 点 与 小 鼠 第 16 号 染色 体 MMU16、MMU17 和 MMU10 连锁 图 的 比较 ,我 们 可 
以 很 清楚 地 看 出 ,两 者 之 间 存 在 着 广泛 的 同 源 性 。 

人 类 基因 组 计划 所 绘制 的 四 张 图 ,特别 是 人 类 核酸 序列 图 ,蕴藏 了 决定 我 们 生 、 老 、 
病 、 死 的 遗传 信息 , 必 将 成 为 人 类 认识 自我 改造 自我 的 用 之 不 绝 的 知识 源泉 ,为 现代 生物 
学 和 医学 的 发 展 提供 物质 基础 。 
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图 11-7 人 第 21 
号 染色 体 HSA21 位 
点 与 小 鼠 16 号 染色 
体 MMU16 .MMU17 
和 MMU10 位 点 有 
“ 共 线 "性 
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11.2 ”高通 量 DNA 序列 分 析 技术 


人 类 基因 组 计划 的 成 功 很 大 程度 上 得 益 于 早期 在 有 效 地 减少 DNA 测序 成 本 的 方法 
学 上 的 投资 。 通 过 改良 测序 方法 ,不断 提升 其 自动 化 程度 ,在 人 类 基因 组 计划 起 始 之 后 的 
十 年 内 DNA 测序 的 成 本 降低 了 100 倍 ,从 20 世纪 70 ~ 80 年 代 每 个 碱 基 10 美元 降低 到 
1 美元 10 个 碱 基 。 在 第 一 个 人 类 基因 组 测序 工作 完成 之 际 ,美国 国立 人 类 基因 组 研究 所 
(NHGRI) 为 基因 组 学 研究 的 下 一 阶段 提出 了 一 系列 计划 ,要 在 十 年 时 间 内 分 两 阶段 将 测 
序 的 花费 降低 4~ 5 个 数量 级 :5 年 后 达到 10 万 美元 测序 一 个 人 类 基因 组 ,10 年 后 则 要 求 
达到 1 000 美元 测序 一 个 人 类 基因 组 ! 为 了 达到 这 个 目标 ,NHGRI 资助 了 一 系列 研究 项 
目 ,包括 面向 10 万 美元 /基因 组 的 .以 基于 DNA 合成 的 测序 方法 和 基于 DNA 连接 的 测 
序 方法 为 代表 的 第 二 代 测 序 仪 ,以 及 面向 1 000 美元 /基因 组 的 .基于 纳米 孔 测序 技术 的 
第 三 代 测序 仪 。 此 外 ,对 Sanger 测序 中 样本 准备 的 简化 和 整合 对 毛细 管 阵列 的 隔离 和 
检测 .对 DNA 聚合 酶 催化 的 核 苷 酸 聚 合 反应 的 实时 荧光 监测 .基于 杂交 的 测序 等 一 系列 
基于 物理 .化 学 .生物 化 学 和 各 种 分 光 光 度 计 、 显 微 镜 测量 法 鉴定 核 苷 酸 序列 的 技术 也 在 
他 们 的 优先 发 展 和 改善 之 列 。 


11.2.1 SangerDNA 序列 测定 基本 原理 


无 论 是 对 于 重组 质粒 还 是 单个 基因 或 是 整个 基因 组 ,分 析 DNA 结构 的 最 基本 方法 就 
是 测定 出 这 些 DNA 分 子 的 一 级 结构 一 一 DNA 序列 。DNA 自动 测序 仪 的 出 现 使 得 DNA 
测序 过 程 变 得 快捷 而 稳定 ,计算 机 处 理 能 力 的 迅速 提高 则 使 得 大 量 DNA 小 片段 很 容易 被 
拼接 成 较 大 的 片段 其 至 整 条 染色 体 .高 效 快捷 的 DNA 测序 方法 始 于 20 世 纪 70 年 代 中 期 。 
当时 有 两 种 不 同 的 测序 方法 ,一 种 是 Sanger 的 双 脱 氧 链 终止 法 ,一 种 是 Maxam-Gilbert 的 
化 学 修饰 法 - 在 DNA 测序 技术 发 展 过 程 中 , 双 脱 氧 链 终止 法 最 终 因 其 更 适合 于 序列 分 析 
的 自动 化 而 逐渐 占据 了 显著 的 优势 地 位 

剑桥 大 学 的 F. Sanger 等 人 于 1977 年 发 明了 利用 DNA 聚合 反应 的 双 脱 氧 链 终止 反 
应 来 测定 核 苷 酸 序列 的 方法 。 由 于 这 种 方法 要 求 使 用 适当 的 DNA 引物 以 单 链 DNA 为 模 
板 在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 进行 DNA 的 合成 ,因此 也 称 为 引物 合成 法 或 酶 催 引 物 合成 法 。 
在 测序 过 程 中 使 用 的 DNA 聚合 酶 一 般 是 去 掉 了 5' 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 的 DNA 聚合 酶 

] 的 Klenow 大 片段 。 它 利用 DNA 聚合 酶 所 具有 的 两 种 酶 催 反 应 的 特性 :中 该 酶 能 以 单 
链 DNA 为 模板 ,合成 出 准确 的 DNA 互补 链 序列 ;@ 如 果 以 2',3'- 双 脱 氧 核 苷 三 磷酸 为 底 
物 , 挫 人 到 新 合成 的 寡 核 苷 酸 链 的 3 一 末端 后 ,DNA 链 的 延伸 被 终止 。 

在 DNA 测序 反应 中 ,加 入 模板 DNA( 即 待 测序 样本 )、 特 异性 引物 、DNA 聚合 酶 、 
dATP、dTTP、dGTP、dCTP 和 一 种 ddNTP, 当 这 种 2',3~ 双 脱 氧 ddNTP 取代 常规 的 脱氧 核 
匠 酸 (dNTP) 挫 人 到 朝 核 苷 酸 链 的 3'- 末端 之 后 ,由 于 ddNTP 没有 3'-OH 基 团 , 阻 断 了 
DNA 聚合 反应 ' 鱼 0-8,, 赛 核 苷 酸 链 不 再 继续 延长 ,而 在 该 位 置 上 发 生 了 特异 性 的 链 终止 
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图 11-8 脱氧 核 存 

;磷酸 ,dNTP(a) 和 
双 脱 氧 核 仑 三 磋 酸 ， 
ddNTP(b) 分 子 结构 式 


效应 。 在 同一 个 反应 中 ,由 于 加 入 了 大 量 的 带 3P 放射 性 标记 的 4 种 dNTP 及 适量 的 某 种 
ddNTP( 如 ddTTP), 经 过 适当 的 温 育 之 后 ,将 会 产生 出 不 同 长 度 的 DNA 片段 混合 物 。 它 们 
都 具有 同样 的 $- 末端 ,并 在 3- 末端 的 ddTTP 处 终止 。 将 这 种 混合 物 加 到 变性 凝 胶 上 
进行 电泳 分 离 ,就 可 以 获得 一 系列 全 部 以 3 一 末端 ddTTP 为 终止 残 基 的 DNA 片段 的 电泳 
谱 带 模式 。 分 别 加 入 ddATP、ddGTP 和 ddCTP ,在 不 同 试管 中 温 育 后 ,点 样 于 同一 变性 凝 
胶 上 做 电泳 分 离 , 再 通过 放射 自 显影 的 方法 检测 单 链 DNA 片段 的 放射 性 带 , 就 可 以 直接 
读 出 DNA 的 核 苷 酸 顺 序 。 
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11.2.2 ”基因 组 DNA 大 片段 文库 的 构建 


除了 DNA 序列 测定 技术 的 进步 之 外 ,20 世纪 80 年 代 后 期 发 展 起 来 的 酵母 人 工 
染色 体 技 术 (yeast artificial chromosome,YAC) 为 创制 基因 组 物理 图 以 及 最 终 的 基因 组 
序列 测定 提供 了 一 个 极为 方便 的 平台 。YAC 图 11-% 含 有 3 种 必需 成 分 :着 丝 粒 \、 端 粒 
和 复制 起 点 ,是 迄今 容量 最 大 的 克隆 载体 ,插入 片段 平均 长 度 为 200 ~ 1 000 kb, 最 大 
的 可 以 达到 2 Mb。 然 而 YAC 载体 同时 也 存在 不 少 缺 点 ,特别 是 其 嵌 合 体 比 例 较 高 ,一 
个 YAC 克隆 中 可 能 含有 两 个 或 多 个 本 来 不 相连 的 独立 的 DNA 片段 。 部 分 克隆 子 不 稳 
定 , 在 继 代 培养 过 程 中 可 能 会 发 生 缺 失 或 重 排 。 另 外 ,由 于 YAC 与 酵母 染色 体 具 有 相 
似 的 结构 ,实验 操作 中 很 难 与 酵母 染色 体 区 分 开 , 操 作 时 也 容易 发 生 染 色 体 机 械 切割 和 
断裂 。 

为 了 克服 上 述 缺 点 ,科学 家 用 细菌 的 下 质粒 及 其 调控 基因 构建 了 细菌 染色 体 克隆 载 
体 , 称 为 BAC (bacterial artificial chromosome), 其 克隆 能 力 在 125 ~ 150 kb。 该 质粒 主要 包 
括 oniS、repE (控制 F 质粒 复制 ) 和 par4 、parB (控制 拷贝 数 ) 等 成 分 图 11-1)。 以 BAC 为 基 
础 的 克隆 载体 形成 钳 合 体 的 频率 较 低 ,转化 效率 高 ,而 且 以 环 状 结构 存在 于 细菌 体内 , 易 
于 分 辨 和 分 离 纯化 ,已 被 科学 界 广泛 接受 。 
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11.2.3 乌 枪 法 序列 测定 技术 及 其 改良 


受 Sanger DNA 序列 分 析 技 术 的 限制 ,一 次 测序 反应 的 长 度 不 能 超过 1 000 bp, 因 此 尚 
不 能 直接 用 BAC 等 大 片段 作为 序列 分 析 的 模板 ,而 往往 采用 所 谓 的 全 基因 组 鸟 枪法 测序 
技术 ,随机 挑选 带 有 基因 组 DNA 的 质粒 做 测序 反应 ,然后 在 计算 机 的 帮助 下 ,运用 一 些 基 


于 图 论 的 近似 算法 进行 序列 拼接 由 呈 0 。 


在 对 某 基 因 组 文库 全 部 克隆 片段 进行 末端 序列 测定 过 程 中 ,未 测 到 的 碱 基 数 与 已 测 
定 的 总 碱 基 数 相关 ,并 随 着 已 测定 碱 基数 的 增加 迅速 减 小 。 当 随机 测定 的 碱 基数 达到 基 
因 组 大 小 的 5 倍 时 ,基因 组 中 未 测定 的 碱 基数 仅 占 基 因 组 总 碱 基数 的 0.67%。 但 即使 是 
在 这 样 的 覆盖 度 下 ,对 于 像 流 感 嗜 血 杆 菌 这 样 大 的 基因 组 (1.83 Mb), 仍 然 可 能 有 128 个 平 
均 长 度 为 100 bp 的 缺口 (gap)。 因 此 ,为 了 得 到 较为 完整 .质量 较 高 的 全 基因 组 序列 ,针对 


各 测序 流程 中 的 不 同 问题 ,人 们 提出 了 一 系列 策略 : 


11.2 高 通 量 DNA 序列 分 析 技 术 


图 11-9 随 母 人 了 
染色 体 克隆 载体 及 
其 克 降 策略 示意 图 
(a) pYAC3 载体 ; 
(b)pYAC3 的 克隆 策略 。 
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图 11-10 细菌 人 
工 染 色 体 的 构建 及 
其 克隆 策略 

PBACI08L 来 自 细菌 
的 一 个 小 型 FE 质粒 ,其 
中 ons 和 repE 控制 了 
质粒 的 复制 起 始 ,parB 
和 par4 控制 了 拷贝 数 。 


图 11-1l 基因 组 
DNA 的 鸟 枪 法 测序 
原理 示意 图 


图 11-12 鸟 枪法 
测序 技术 不 能 鉴别 
高 等 真 核 生 物 基因 
组 中 的 重复 序列 
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GATTAGATTAGATTA... 


序列 重合 区 出 现 拼接 错误 


第 一 ,建立 高 度 随机 ,插入 片段 大 小 
为 1~2 kb 的 基因 组 文库 。 保 证 克隆 数 
超过 一 定 值 ,并 保证 经 末端 测序 的 克隆 
片段 的 碱 基 总 数 达到 基因 组 大 小 的 5 售 
以 上 。 

第 二 ,高 效 .大 规模 的 末端 测序 ,对 文 
库 中 每 一 个 克隆 进行 两 端 测 序 。 

第 三 ,开发 新 的 序列 拼装 软件 最 大 限 
度 地 排除 错误 的 连锁 匹配 。 

第 四 ,建立 和 文库 以 备 缺 口 填补 。 

但 即使 是 这 样 的 策略 仍 不 能 弥补 鸟 
枪法 测序 的 一 些 缺点 。 对 于 更 大 的 待 测 
基因 组 , 随 着 所 需 测序 的 片段 数目 大 量 增 
加 ,各 个 片段 重合 成 一 个 连续 体 的 概率 显 
著 减 小 。 另 外 ,高 等 真 核 生 物 ( 如 人 类 ) 基 
因 组 中 存在 的 大 量 重复 序列 也 会 导致 拼 
装 困难 (图 11-12)。 


针对 上 述 问题 ,科学 家 在 进行 较 大 的 真 核 基因 组 序列 分 析 时 大 多 采用 大 片段 克隆 
法 (clone contig) 或 靶 标 鸟 枪 法 (direted shotgun)。 用 稀有 限制 性 内 切 核酸 酶 先 将 待 测 基 
因 组 降解 为 几 十 万 个 碱 基 对 的 片段 ,再 分 别 进行 测序 ,或 者 根据 染色 体 上 已 知 基 因 或 遗 
传 标签 的 位 置 来 确定 部 分 DNA 片段 的 排列 顺序 ,逐步 确定 各 片段 在 染色 体 上 的 相对 位 
置 (图 11-13)。 





大 片段 克隆 下 
及 靶 标 乌 枪 法 AB C DE F GH 人 


J 酶 切 整个 基因 组 ,全 部 
二。 小 片段 都 是 随机 产生 的 





拼接 的 序列 上 个 全 ， 


大 片段 已 事先 被 
定位 在 基因 组 上 下 和 


AB tt DE tH 








11.2.4 ”Sanger 测序 法 的 改进 及 新 一 代 测 序 技术 


继 Sanger 的 基于 合成 的 双 脱 氧 链 终止 法 被 广泛 应 用 于 核 苷 酸 序列 测定 之 后 ,人 们 对 
测序 流程 中 的 样品 准备 ,分子 标记 、 化 学 反应 试剂 以 及 测序 的 平行 化 等 方面 进行 了 大 量 
改进 ,开发 出 一 系列 新 一 代 测 序 技术 ,包括 已 经 商业 化 并 被 广泛 运用 的 第 二 代 测 序 技术 : 
Roche 454 焦 磷 酸 测 序 Illumina Solexa 基于 合成 的 循环 阵列 测序 .ABI SOLiD 基于 连接 的 
测序 单 分 子 测序 技术 以 及 正在 研制 中 的 纳米 孔 测序 技术 。 

人 类 基因 组 计划 的 提前 完成 离 不 开 对 早期 Sanger 测序 法 的 不 断 改进 。 这 主要 包括 3 
个 方面 :用 荧光 标签 替代 放射 性 标记 ,用 毛细 管 电泳 替代 普通 的 平板 电泳 ,建立 新 的 配对 
末端 测序 方案 ,使 对 序列 的 测定 突破 了 实际 测序 读 长 的 限制 。 再 加 上 对 各 种 溶液 ,流体 的 
自动 操作 技术 大 大 简化 了 文库 的 准备 工作 ,整个 测序 流程 开始 向 更 高 水 平 的 自动 化 ,平行 
化 及 高 通 量 发 展 。 现 在 ,毛细 管 阵列 自动 测序 的 成 本 已 降 至 每 千 碱 基 对 0.5 美元 , 通 量 也 
达到 每 机 器 每 秒 24 个 碱 基 。 

为 了 满足 现代 生物 学 对 测序 技术 的 要 求 ,一 系列 的 策略 被 提出 并 付 诸 实验 。 虽 然 考 
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图 11-13 改进 后 的 
乌 枪 法 测序 原理 图 
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阁 11-14 传统 Sanger 
措施 (a) 与 第 二 代 测 
奈 (b) 流程 对 比 ( 胃 
风 彩 捅 ) 


虑 到 Sanger 测序 技术 的 成 熟 程度 及 其 高 精确 度 和 读 长 上 的 优势 ,并 且 该 技术 已 经 受到 了 
长 期 测序 应 用 的 检验 ,对 其 进一步 在 集成 和 流程 整合 方面 进行 改进 不 失 为 一 个 相对 安全 
的 选择 , 且 在 短期 内 确实 带 来 了 切实 的 成 本 缩减 。 但 是 ,要 达到 降低 成 本 达 4 ~ 5 个 数量 
级 的 目标 仍然 需要 对 测序 方法 进行 根本 性 的 变革 ,以 循环 阵列 测序 为 特征 的 各 项 第 二 代 
测序 技术 正 是 在 这 种 背景 下 应 运 而 生 的 。 所 有 的 第 二 代 测 序 都 采取 了 有 别 于 Sanger 测序 
法 中 细菌 克隆 培养 扩 增 待 测 样本 的 策略 ,在 随机 片段 化 基因 组 DNA 后 ,直接 在 体外 连接 上 
共同 的 接头 序列 (adaptor sequence), 然 后 通过 乳胶 PCR 扩 增 或 桥 连 PCR 扩 增 等 不 同 的 方 
法 产生 一 簇 窜 集 的 扩 增 子 ,并 最 终 被 各 自 定位 在 固态 反应 基底 的 不 同位 置 上 。 测 序 过 程 
包括 了 一 系列 酶 促 生 化 反应 和 图 像 收 集 的 自动 循环 /四 0 -04 相对 于 Sanger 测序 法 ' 针 1 
Ba, 第 二 代 测 序 法 四 5930 所 采取 的 体外 构建 测序 文库 .体外 扩 增 测序 模板 以 及 更 高 密 
度 的 阵列 化 测序 更 大 地 提高 了 测序 的 自动 化 和 平行 化 ,从 而 极 大 地 降低 了 测定 单位 碱 基 
所 消耗 的 各 种 生化 试剂 ,大 大 降低 了 测序 成 本 。 当 然 ,第 二 代 测 序 读 长 较 短 ,数据 精确 度 
不 高 ,有 待 于 进一步 改良 
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1. Roche 454 焦 磷 酸 测 序 

454 系统 是 第 一 个 商用 第 二 代 测 序 平台 。 在 待 测 DNA 被 片段 化 并 接 上 接头 序列 后 ， 
454 系统 采取 了 乳胶 PCR (emPCR) 的 方法 进行 扩 增 ' 有 153。 首先 将 DNA 变性 形成 单 链 
并 稀释 到 以 每 个 磁 珠 至 多 一 个 DNA 分 于 的 水 平 被 表面 连 有 一 端 引 物 的 磁 珠 捕获 ,随后 每 
个 磁 珠 在 油 包 水 的 封闭 乳胶 小 泡 中 经 PCR 扩 增 得 到 原来 模板 的 数 千 个 拷贝 ,并 再 次 经 过 
变性 去 除 未 固定 在 磁 珠 上 的 DNA 链 。 带 有 大 量 扩 增 子 的 磁 珠 经 富 集 ,被 置 于 刻 蚀 在 光纤 
载 片上 ,阵列 容量 在 皮 升 级 的 小 槽 内 。 

测序 引物 在 正确 的 方向 和 位 置 上 与 共同 的 接头 序列 杂交 ,在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 以 
4 种 天 然 核 苷 酸 为 底 物 开始 合成 待 测 模板 的 互补 链 。 用 焦 磷酸 测序 原理 对 所 产生 的 序列 
进行 检测 (里 1-169, 当 某 个 新 添加 的 核 苔 酸 被 整合 到 延伸 的 DNA 链 中 , 它 所 释放 的 焦 磷 
酸 被 硫酸 化 酶 转化 成 ATP, 而 荧光 素 酶 则 利用 这 个 ATP 催化 荧光 素 生 成 氧 合 荧光 素 。 最 
终 释 放 的 光 信 号 被 光纤 束 连接 的 CCD 所 检测 。 





图 11-15 乳 胺 PCR 
和 桥 连 PCR 扩 增 测 
序 模板 














454 焦 磷 酸 测序 直接 监测 核 苷 酸 整合 时 相应 产物 诱发 的 光 信 号 ,是 基于 合成 的 实时 
测序 。 由 于 并 没有 对 底 物 核 苷 酸 进行 任何 末端 终止 的 修饰 ,该 测序 方法 是 异步 的 , 且 不 能 
避免 在 一 次 循环 周期 中 多 个 连续 整合 事件 ,因此 454 焦 磷 酸 测序 对 一 连 串 同一 核 苷 酸 形 
成 的 同 多 聚 串 的 长 度 的 检测 只 能 间接 由 光 信 和 号 的 强度 来 推断 。 碱 基 插 人 和 缺失 成 为 该 平 
台 最 主要 的 测序 错误 。 

相对 于 其 他 第 二 代 测 序 平 台 ,454 平台 最 显著 的 优点 是 其 读 长 较 长 (平均 读 长 已 
超过 330 bp), 测 序 时 间 较 短 ( 一 轮 测 序 只 需 0.35 天 ), 数 据 量 较 大 (每 轮 测 序 可 产生 
0.45 Gb 数据 )。 虽 然 到 目前 为 止 ,该 平台 测序 每 碱 基 的 成 本 比 第 二 代 测 序 中 的 SOLiD 
和 Solexa 都 高 出 很 多 ,但 却 更 适用 于 对 读 长 要 求 较 高 的 项 目 ,如 从 头 拼 装 测序 .元 基因 
组 等 。 
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AGATCCAG...-5'-[ 磁 珠 ] 


3-AGATACT4 

5'-TCTATGAN 
PPi+ APS 

1. dATPaS, 各 反应 底 物 , 三 磷酸 腺 芽 双 磷酸 藤 洗 脱 

2. dGTP， 各 反应 底 物 ， 三 磷酸 腺 共 双 磷酸 酶 洗 脱 ATP + 荧光 素 

3. dCTP， 各 反应 底 物 ， 三 更 酸 腺 苷 双 磁 酸 酶 洗 脱 | 

4. dTTP, 各 反应 底 物 ,三磷酸腺苷 双 磷 酸 酶 洗 悦 

氧 合 荧光 素 + 光 





3'-GAGCAG ATATCAGAG...-5'- [基底 ] 
5-CTCGTC 一 


1. FL1-dATP-( 阻 断 修饰 基 团 ) +FL2-dGTP- ( 阻 断 修饰 基 团 ) + 
FL3-dCTP-( 阻 断 修饰 基 团 ) +FL4-dTTP- ( 阻 断 修饰 基 团 ) 


2. 4 个 波段 的 的 荧光 图 像 信号 监测 
3. 化 学 切除 荧光 标记 基 团 及 链 终 止 修饰 基 团 


ea [ 磁 珠 ] 





FLx 
5'-zZzzXXnnn-3' 
1. 标记 的 八 核 苷 酸 探 针 与 模板 杂交 并 被 催化 连接 
2. 荧光 信号 检 浏 ， 化 学 切除 ， 循 环 10 次 
3. 经 变性 后 ， 用 新 的 引物 开始 新 的 连接 反应 循环 





Cy3 







-ATACTATGAG-5’' 


3'-...AAAAA, 
[基底 ] - 5'-.. .TTTTTT 


1. CyS$-dATP， 荧 光 检 测 ， 化 学 切除 标记 
2. Cy5-dGTP， 荧 光 检 测 ， 化 学 切除 标记 
3. Cy5-dCTP， 荧 光 检 测 ， 化 学 切除 标记 
4. Cy5-4dTTP， 荧 光 检 测 ， 化 学 切除 标记 











| 本 





j 漳 序 及 信和 号 检测 


{a) 454 焦 确 酸 测 序 循环 及 其 信号 检 副 ; (b) Solexa 测序 御 环 ; (c) SOLiD 半 台 各 序 循环 ; (d) HeliScope 单 分 子 副 序 循环 


图 11-16 各 循环 阵 多 
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2. Ilumina 基因 组 分 析 仪 

该 分 析 仪 又 称 为 Solexa, 采 用 与 4$4 平台 相同 的 DNA 片段 化 和 接头 序列 连接 方式 ， 
但 采用 桥 连 PCR 方法 进行 模板 的 扩 增 时 11-15hY。 该 方法 中 正 , 反 向 PCR 引物 事先 被 连接 
在 固 相 基 底 上 ,使 单一 模板 产生 的 扩 增 子 被 固定 和 簇 集 在 阵列 的 同一 位 置 上 。 扩 增 全 过 
程 包括 :第 一 步 各 个 单 链 模板 与 基底 上 的 引物 随机 杂交 起 始 互 补 链 合成 ,随后 经 DNA 变 
性 及 从 邻近 引物 起 始 桥 连 扩 增 的 周期 循环 ,最 终 每 个 模板 生成 约 1 000 个 扩 增 子 。 不同 
模板 生成 的 扩 增 子 集群 散布 在 固 相 基底 的 不 同位 置 ,形成 阵列 。 测 序 过 程 中 ,测序 引物 与 
待 测 模板 末端 的 共同 接头 序列 杂交 ,在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 以 4 种 经 化 学 修饰 的 核 苷 酸 
为 底 物 开始 合成 待 测序 列 的 互补 链 畦 1-1")。 这 4 种 核 苷 酸 在 3' 羟基 位 置 上 被 加 了 一 个 
可 切除 的 修饰 基 团 ,阻碍 了 下 一 个 核 苷 酸 的 整合 ,类 似 于 一 个 可 逆 聚 合 反 应 终止 子 的 作用 ， 
保证 在 每 轮 链 延伸 过 程 中 只 有 一 个 碱 基 整 合 。 另 外 ,每 个 核 苷 酸 还 带 有 一 个 可 切除 的 荧光 
标记 ,用 于 序列 信号 的 检测 。 在 每 轮 链 延 伸 和 相应 的 荧光 图 像 信 号 监测 后 , 链 终止 修饰 基 
团 及 荧光 标记 基 团 被 切除 ,为 下 轮 反 应 做 准备 。 因 此 , 山 umina 平台 的 测序 反应 是 同步 的 。 

由 于 荧光 标记 和 终止 修饰 基 团 的 切除 反应 可 能 不 完全 ,测序 过 程 中 会 出 现 信 号 衰减 
和 去 同步 化 等 现象 , 随 着 合成 链 的 不 断 延 伸 , 测 序 质量 大 幅度 降低 ,从 而 导致 Ulumina 平 
台 的 有 效 读 长 相对 454 平台 短 很 多 。 即 使 采取 对 每 个 测序 模板 进行 配对 的 双 末 端 测序 策 
略 , 读 长 也 只 能 达到 100 或 者 150 碱 基 。 由 于 使 用 了 可 逆 的 链 延 伸 终止 核 背 酸 ,Ilumina 
平台 对 同 多 聚 串 的 检测 精确 度 较 454 平台 要 高 。 该 平台 最 主要 的 测序 错误 为 碱 基 蔡 换 。 
另外 ,由 于 Ilumina 分 析 仪 由 8 个 独立 的 反应 通道 组 成 ,每 个 通道 可 以 对 一 个 独立 文库 进 
行 测序 ,每 个 通道 中 又 可 以 分 布 几 百 万 个 相互 独立 的 扩 增 子 集群 ,这 就 导致 llumina 平台 
的 测序 通 量 较 454 平台 大 得 多 ,测序 成 本 更 低 。 

3. ABI SOLiD 

SOLiD 系统 在 DNA 片段 化 .接头 序列 的 连接 以 及 模板 扩 增 等 步骤 上 均 与 454 平台 相 
似 。 经 扩 增 后 带 有 大 量 模板 DNA 拷贝 的 磁 珠 被 固定 在 平面 基底 上 ,形成 一 个 密集 而 无 序 
的 阵列 。 测 序 过 程 中 链 延 伸 的 反应 并 非 由 DNA 聚合 酶 催化 ,而 是 由 DNA 连接 酶 催化 完 
成 。 通 用 的 测序 引物 与 小 磁 珠 上 待 测序 列 末端 的 接头 序列 杂交 后 ,每 轮 测序 过 程 都 涉及 
DNA 连接 酶 催化 的 被 荧光 标记 的 简 并 八 核 苷 酸 探 针 的 连接 反应 (图 11-16c ,图 11-17a)。 
SOLiD 系统 目前 采用 双 碱 基 编 码 探 针 ' 图 5-5w, 即 简 并 八 核 苷 酸 探 针 的 第 一 位 和 第 二 位 碱 
基 决 定 探 针 所 带 的 荧光 标记 的 颜色 。 一 个 测序 引物 与 模板 DNA 杂交 后 便 启动 了 1,2- 位 
编码 的 八 核 苷 酸 探 针 与 模板 的 杂交 ,随后 便 历 经 连接 酶 催化 连接 ,采集 荧光 信号 .切除 探 
针 后 三 位 核 苷 酸 及 所 标记 的 荧光 标签 的 循环 ! 四 0070。10 次 这 样 的 循环 产生 10 个 对 应 
的 荧光 标记 信和 号 ,每 个 标记 对 应 于 DNA 序列 上 每 5 个 碱 基 中 的 前 两 个 碱 基 序列 外 0 -72"。 
10 次 循环 结束 后 ,经 变性 恢复 模板 单 链 ,然后 选用 一 个 “n-1" 引物 ,开始 新 一 轮 的 10 次 连 
接 反应 循环 (图 10- “n-1"” 引 物 重 新 设 定 了 被 检测 碱 基 的 位 置 ,所 得 到 的 10 个 荧光 标 
记 对 应 的 碱 基 均 向 左 移 了 一 位 。 这 样 分 别 用 5 个 依次 位 移 的 引物 起 始 互补 链 的 延伸 ,再 
将 得 到 的 不 同 颜色 的 荧光 标记 按 顺 序 线性 列 出 ,并 最 终 将 它们 比 对 到 参考 基因 组 上 ,解码 
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出 DNA 序列 ' 记 0-Pw。 这 种 两 碱 基 编 码 的 好 处 是 提高 了 对 不 同 颜色 的 检测 及 对 单 核 苷 
酸 差异 (SNV) 检 测 的 精确 性 ,因为 此 时 对 SNYV 的 判定 需要 相 邻 的 荧光 颜色 也 发 生变 化 - 
SOLiD 系统 最 主要 的 测序 错误 也 是 碱 基 替换 ,其 测序 通 基 为 所 有 平台 中 最 大 ,但 读 长 较 
短 , 仅 达到 50 ~ 100 bp. 





图 11-17 SOLiD 








测序 周期 及 双 碱 基 (a) (TD 
编码 和 解码 这 
第 一 轮 引物 (UUUUU 
Na 食 
通用 测序 Nh LLHLLLLLLL i 3 
引物 (n) Pl adapter TA 
SS 激发 ea 
a 简 并 碱 基 AR 
z 通用 碱 基 1 廊 
A 3 
3 TTITTT Ss! 
六 | 
3 TTTTTTT S$ 切除 六 
3 TTTTT 5' AI 
xynnnzzz 女 wa a 3， 
3 TS， A 
xynnnzzz | 
| A TT eT GT TF EA "GE" 
重 设 引 物 ( n-1 ) 重复 连接 反应 循环 












第 一 轮 引物 
左 移 一 位 
通用 测序 i 4 
\、 For OC AT CO to 
TTTTTITTTTTTTTTTTTTTTTT 





T GA CGAC TA GG GC 
重复 重 设 引 物 4 次 





0 9 


PR 


+ SNP 
OOMICAICET GCTGCTCTATCA 
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虽然 第 二 代 测 序 技术 在 文库 及 模板 的 准备 阶段 均 采 用 在 体外 直接 操作 的 方法 ,省 略 
了 Sanger 测序 法 中 所 涉及 的 细菌 克隆 等 步骤 ,但 为 了 达到 较 易 检测 的 信号 强度 ,仍然 保 
留 了 基于 PCR 的 克 降 扩 增 。 该 过 程 中 不 仅 可 能 引入 突变 ,对 测序 结果 造成 影响 ,而 且 对 
不 同 模板 序列 的 扩 增 效率 也 不 相同 ,给 RNA-seq 等 需要 测定 序列 丰 度 信息 的 实验 带 来 人 
为 影响 。 由 于 信号 检测 实际 上 来 自 同 一 模板 大 量 拷贝 的 信号 故 加 ,一 旦 合成 过 程 中 出 现 
去 同步 化 现象 ,将 会 带 来 信号 噪声 ,并 最 终 导 致 信号 检测 错误 ,或 只 能 得 到 较 短 的 读 长 。 
由 于 对 荧光 标记 和 终止 修饰 基 团 的 切除 反应 可 能 不 完全 , 链 延 伸 反 应 可 能 不 完全 ,每 次 加 
入 的 核 苷 酸 或 探 针 的 数目 可 能 不 一 致 ,去 同步 化 现象 较为 常见 。 由 此 可 见 ,PCR 扩 增 这 一 
步 限制 了 第 二 代 测 序 技术 的 测序 质量 ,提高 了 测序 成 本 

4. 单 分 子 测序 

HeliScope 单 分 子 测 序 法 采用 与 Ilumina 相似 的 测序 原理 和 流程 氏 11-11, 该 方法 只 
采用 前 者 高 度 敏感 荧光 检测 装置 ,没有 模板 扩 增 这 一 步 。DNA 经 片段 化 并 加 上 接头 序列 
后 ,直接 与 固定 在 固 相 反应 基底 上 的 测序 引物 杂交 起 始 互补 链 的 合成 。 由 于 只 对 单 分 子 
测序 ,不 存在 去 同步 化 问题 ,不 需要 对 核 荫 酸 进行 阻 断 链 延伸 的 修饰 。HeliScope 单 分 子 
测序 法 对 同 多 核 苷 酸 串 的 检测 不 够 精确 , 常 通过 控制 核 苷 酸 整合 速率 来 缓解 这 个 问题 ,也 
运用 一 连 串 同 多核 苷 酸 整 合 时 引起 的 荧光 淳 灭 现象 推测 所 整合 的 核 华 酸 数目 。HeliScope 
的 最 主要 测序 错误 也 是 碱 基 缺 失 ,可 通过 变性 去 除 第 一 条 模板 序列 ,并 对 刚 合 成 的 固定 在 
基底 上 的 链 进行 第 二 轮 测序 ,来 降低 错误 率 ,提高 测序 的 准确 性 。 

Pacific Biosciences 的 测序 平台 中 ,DNA 聚合 酶 被 国定 在 Zero Mode Waveguide 的 基底 
表面 ,将 4 种 带 有 不 同 菊 光 标记 的 核 苷 酸 以 最 适 于 DNA 聚合 反应 的 浓度 添加 到 反应 体 
系 中 ,DNA 聚合 酶 与 结合 了 引物 的 单 分 子 模板 序列 结合 ,并 催化 链 的 延伸 "由 11-78。Zero 
Mode Waveguide 纳米 结构 使 得 激光 对 荧光 染料 的 激发 被 限制 在 102L 的 空间 内 ,从 而 只 
激发 处 于 该 范围 内 的 正 被 DNA 聚合 酶 整合 进入 延伸 链 的 核 苷 酸 所 标记 的 荧光 染料 ,排除 
反应 体系 中 其 他 所 有 带 荧光 标记 的 核 昔 酸 的 干扰 。 由 于 DNA 聚合 反应 所 需 的 带 荧光 标 








荧光 检测 时 间 一 > 
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图 11-18 Pacifi 
Biosciences 实时 单 
分 子 测序 ( 另 见 彩 插 ) 
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记 的 核 苷 酸 的 最 适 浓度 在 微 摩尔 级 别 , 解 决 了 大 多 数 单 分 子 荧光 检测 方法 要 求 荧光 基 团 
最 适 浓度 达到 皮 克 或 纳 摩 尔 级 别 的 问题 。 一 旦 核 苷 酸 被 整合 到 DNA 链 中 ,连接 荧光 标记 
的 焦 磷酸 副 产 物 很 快 扩散 出 Zero Mode Waveguide 的 检测 区 域 , 于 是 荧光 信号 也 随 之 衰减 
到 背景 水 平 。 随 后 模板 移动 到 下 一 位 ,开始 新 一 轮 核 背 酸 的 整合 和 信和 号 检测 。 所 以 ,该 
技术 属于 实时 监测 的 测序 平台 ,也 是 所 有 新 测序 平台 中 读 长 最 长 的 测序 方法 , 读 长 可 达 
1 000 碱 基 或 更 长 。 由 于 两 次 核 苷 酸 被 整合 事件 之 间 的 间隔 时 间 极 短 ,而 且 有 些 核 苷 酸 在 
被 整合 人 DNA 链 之 前 就 被 释放 ,该 方法 测序 精确 度 不 高 ,只 有 80% 多 。 实 验 中 ,通过 对 
同一 模板 进行 15 次 或 更 多 次 序列 测定 ,将 精确 度 提 高 到 大 于 999%。 

Life/VisiGen 技术 通过 构建 带 有 荧光 染料 的 DNA 聚合 酶 来 提高 对 信号 的 敏感 度 。 在 
核 苷 酸 整 合 过 程 中 ,被 ;- 标记 的 核 苷 酸 通过 荧光 共振 能 量 转移 放大 待 测 信号 。LI-COR 
Biosciences 在 碱 基 上 接 上 一 个 荧光 淳 灭 基 团 ,使 游离 核 苷 酸 只 产生 极 低 的 荧光 信号 。 一 
且 该 核 苷 酸 被 整合 人 DNA 链 ,释放 带 有 荧光 染料 标记 的 焦 磷 酸 , 才 产 生 强烈 的 荧光 信号。 

纳米 孔 测 序 策 略 则 完全 有 别 于 这 些 基 于 链 合成 的 测序 。 该 方法 将 核酸 分 子 驱动 通过 
一 个 纳米 孔 ,逐个 检测 单 碱 基 与 纳米 孔 的 相互 作用 ,或 者 检测 DNA 通过 纳米 孔 时 电导 系 
数 的 变化 ,推测 核酸 分 子 序列 。 目 前 仍 有 大 量 技术 问题 有 待 解决 ,尚未 正式 投入 使 用 。 

新 一 代 测 序 平台 的 特点 及 应 用 比较 见 表 11-3。 


表 11-3 新 一 代 测 序 平台 比较 


平台 


454 GS FLX 


Diumina/ 
Solexa's GA 卫 
SOLiD 3 


HeliScope 


Pacific 


文库 / 模板 
准备 


EE 读 测序 测序 通 最 人 
测序 反应 a 时 间 Gk 优点 缺点 生物 学 应 用 
焦 磷 酸 测 序 330 0.35 0.45 较 长 的 读 长 有 利 试剂 成 本 高 ; 测 从 头 拼 装 测 序 ; 
乳胶 PCR 于 重复 片段 的 测 定 同 多 聚 串 错 元 基因 组 
定 ;测序 时 间 较 短 。 误 率 高 
可 北 末 端 终止 ”75 或 100 4.9 18 .35 目前 运用 最 广 的 样本 倍增 力 低 。” 重 测序 
桥 连 PCR 平台 
连接 测序 50 7.14 30.50 双 碱 基 编 码 提 供 测序 时 间 长 重 测序 
乳胶 PCR 内 部 纠 错 机 制 
可 逆 未 端 终止 32 8 37 测序 模板 数量 上 高 错误 率 RNA-seq 
无 偏 
实时 测序 964 N/A N/A 读 长 最 长 高 错误 率 全 长 转录 组 测序 


Biosciences 
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11.3 ”新 测序 平台 的 应 用 


新 的 高 通 量 测序 平台 由 于 各 自 的 诸多 优点 ,已 被 广泛 应 用 于 对 各 种 生物 学 问题 的 研 
究 , 包 括 通过 对 全 基因 组 或 者 特定 区 域 进行 重 测序 从 而 发 现 个 体 间 的 诸如 单 核 苷 酸 变 体 
(SNV) 以 及 结构 变 体 (SV) 等 遗传 差异 ,拼装 细菌 或 低 等 真 核 生 物 基 因 组 ,测定 不 同 生物 、 
组 织 .细胞 的 转录 组 和 表达 谱 , 通 过 元 基因 组 研究 进行 物种 鉴定 和 分 类 ,发 现 新 基因 等 。 

SNP 作为 目前 最 好 的 遗传 标记 ,不 仅 在 人 类 基因 组 遗传 图 谱 的 绘制 上 发 挥 了 巨大 作 
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用 ,也 为 确定 疾病 的 遗传 学 基础 提供 了 信息 。 早期 的 传统 测序 方法 及 芯片 技术 已 检测 到 
大 量 人 类 常见 SNP, 而 HapMap 工程 将 这 些 SNP 的 共有 模式 进行 分 类 ,形成 单 体型 , 找 出 
这 些 单 体型 的 代表 性 标签 SNP, 从 而 有 效 地 增加 了 实际 操作 中 能 够 确定 出 个 体 单 体型 的 
区 域 。 通 过 全 基因 组 相关 分 析 (genome-wide association study,GWA study 又 称 GWAS), 许 
多 SNP 在 疾病 发 生 过 程 中 的 作用 被 发 现 。 虽 然 少数 疾病 相关 SNP 被 定位 于 已 知 基因 的 
蛋白 编码 序列 ,解释 了 疾病 发 生 的 机 理 , 大 多 数 的 疾病 相关 SNP 却 定位 于 了 解 甚 少 的 基 
因 间 区 ,因此 ,这 些 SNP 可 能 只 是 真正 导致 疾病 的 遗传 多 态 性 的 邻近 标记 ,人 们 还 需要 
对 该 区 域 进行 更 精细 的 研究 ,直到 找 出 参与 调控 疾病 发 生 的 SNP。 由 于 不 能 通过 对 标 
签 SNP 进行 GWAS 分 析 找 出 不 与 周围 SNP 连锁 的 位 点 ,必须 用 新 的 方法 才能 研究 这 部 
分 SNP。 

常见 的 SNP 或 SV 只 能 解释 极 少数 常见 疾病 的 遗传 机 制 ,说 明 稀有 SNP 及 SV 在 很 
多 疾病 发 生 的 过 程 中 起 了 重要 作用 ,而 这 些 也 只 能 通过 直接 测定 这 些 遗 传 变化 的 个 体 来 
研究 。 同 样 , 单 体 型 分 析 也 不 适用 于 研究 导致 癌症 等 疾病 的 体 细 胞 突变 ,只 有 对 大 量 个 体 
进行 深度 测序 才 可 能 阐明 这 些 问 题 。GWAS 结果 显示 拷贝 数 多 态 性 区 域 (CNVR) 影响 很 
多 疾病 的 易 感性 .复杂 的 表 型 和 环境 适应 性 ,运用 新 一 代 测 序 技术 显然 比 基 于 芯片 的 检测 
能 够 更 好 更 准确 地 界定 这 类 CNVR 中 DNA 插入 或 删除 的 边界 序列 。 

为 了 阐明 癌症 发 生机 制 ,从 而 对 癌症 进行 更 好 的 预测 和 治疗 ,人 们 正在 开展 癌症 基因 
组 工程 ,对 各 种 癌症 组 织 的 基因 组 , 表 观 遗传 组 ,转录 组 ,癌症 病人 体内 大 量 的 体 细胞 突变 
引起 的 DNA 片段 的 插入 .删除 . 易 位 等 进行 系统 性 深度 序列 分 析 。 此 外 ,服务 于 个 性 化 医 
疗 的 个 人 基因 组 测定 计划 ,都 依赖 于 高 通 量 低 成 本 的 新 一 代 测 序 技术 。 

DNA 中 编码 的 遗传 信息 受到 各 种 复杂 的 调控 ,包括 DNA 甲 基 化 .组 蛋白 的 甲 基 化 和 
乙酰 化 等 表 观 遗传 修饰 ,各 种 转录 因子 ,转录 .翻译 复合 物 与 DNA、RNA 的 相互 作用 ,增强 
子 .绝缘 子 与 各 自 反 式 作 用 因子 间 的 相互 作用 及 染色 质 高 级 结构 等 。 随 着 第 二 代 测 序 技 
术 的 发 展 , 一 系列 针对 这 些 问 题 的 实验 ,如 MeDIP-seq、MethylC-seq、ChIP-seq、DNase-seq 
以 及 染色 体 构象 捕获 结合 高 通 量 配 对 末端 测序 等 被 广泛 应 用 。 与 经 典 的 芯片 技术 相 比 ， 
这 些 方法 对 全 基因 组 有 更 敏感 和 更 完整 的 覆盖 率 , 对 序列 的 边界 有 更 好 的 分 辩 率 ,也 能 区 
分 高 度 相 似 的 序列 。 另 外 ,序列 测定 的 高 通 量 特性 使 人 们 能 够 大 规模 鉴定 各 种 顺 式 调节 
因子 并 研究 其 功能 ,深入 探索 各 种 生命 现象 的 调节 机 制 。 

相 较 于 qPCR 只 能 测定 极 少数 RNA ,芯片 分 析 很 难 分 辨 低 丰 度 和 高 相似 性 核酸 序列 ， 
高 通 量 的 第 二 代 测 序 分 析 不 仅 具 有 更 高 的 敏感 性 和 精确 度 , 并 且 可 以 发 现 新 的 转录 物 和 
变异 体 , 准 确 地 定位 转录 起 始 位 点 。 另 外 其 测序 读 长 较 短 的 特点 使 得 它 非 常 适合 小 RNA 
测序 ,鉴定 miRNA 并 对 靶 mRNA 进行 分 析 。 


11.4 其 他 代表 性 基因 组 
若干 年 前 ,几乎 没有 人 相信 有 一 天 基因 组 序列 测定 的 增长 速度 会 超过 著名 的 摩尔 定 
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图 11-19 到 2011 
年 末 已 完成 和 正 
在 进行 的 基因 组 测 
序 项 日 (http://www, 


genomesonline.org/) 
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律 所 描述 的 CPU 运算 能 力 的 增长 速度 。 事 实 上 , 随 着 测序 技术 的 不 断 改 善 和 测序 成 本 的 
持续 降低 ,近年 来 基因 组 序列 数据 每 年 呈 指 数 形式 增长 。 截 止 到 目前 ,全 志 界 已 启动 基因 
组 测序 项 目 11 209 个 ,其 中 3 020 个 已 经 完成 ! 咎 01-19)。 
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由 于 生物 在 进化 上 的 相关 性 ,很 多 重要 的 遗传 元 件 具有 很 高 的 保守 性 ,这 种 特性 在 基 
本 的 管家 基因 上 表现 尤为 显著 。 不 同 生 物 之 间 遗 传 信息 的 差异 则 是 各 物种 特异 性 性 状 的 
来 源 。 因 此 ,对 一 种 生物 基因 组 的 研究 可 以 为 其 他 生物 提供 很 多 有 价值 的 信息 。 随 着 越 
来 越 多 基因 组 测序 数据 的 积累 ,比较 基因 组 学 也 愈加 显示 出 其 强大 的 威力 。 基 于 DNA 序 
列 的 保守 性 ,人 们 常 通过 对 一 种 生物 相关 基因 的 认识 来 理解 .诠释 甚至 克隆 分 离 另 一 种 生 
物 的 相应 基因 。 对 较 近 缘 基因 组 间 相 似 性 的 研究 为 认识 基因 结构 与 功能 等 细节 提供 了 参 
考 ,而 较 远 缘 基因 组 间 的 相似 性 则 有 助 于 人 类 认识 生物 的 普遍 性 机 制 ,为 寻找 研究 复杂 生 
理 和 病理 过 程 所 需 的 实验 模型 提供 理论 依据 。 对 于 基因 组 之 间 差 异性 的 研究 为 认识 物种 
特异 性 状 ,生命 演化 以 及 对 不 同 环境 的 适应 性 提供 了 依据 。 


11.4.1 大 肠 杆 菌 基 因 组 


大 肠 杆菌 K12:MG1655 基因 组 是 包含 4 639 221 个 碱 基 对 的 双 链 环 状 分 子 ,蛋白 质 
编码 基因 占 整 个 基因 组 的 87.8% ,RNA 基因 占 0.8% , 非 编码 的 重复 序列 占 0.7% ,其 余 约 
11% 为 调控 或 其 他 功能 区 。 共 含有 4 400 多 个 可 能 的 编码 基因 ,其 中 3 700 个 可 以 通过 
生化 实验 或 者 生物 信息 学 分 析 得 到 合理 的 注释 ' 专 2 4。 在 被 注释 的 基因 中 ,与 物质 运转 
和 能 量 代谢 相关 的 蛋白 质 含量 分 别 占 蛋 白质 总 量 的 9% 左右 ,各 种 功能 性 酶 .细胞 结构 蛋 
白 .调控 蛋白 .细胞 周期 相关 因子 及 参与 蛋白 质 合成 .参与 重要 中 间 物 合成 与 代谢 等 过 程 
的 蛋白 质 分 别 占 总 蛋白 的 4% 以 上 ,参与 氨基 酸 合成 及 代谢 ,参与 DNA 合成 及 代谢 的 蛋 
白质 也 都 达到 总 蛋白 的 3% 左右 ,发 4 5)。 而 其 余 未 被 注释 的 大 约 700 个 基因 中 有 650 个 
与 其 他 细菌 的 基因 显示 出 较 高 的 同 源 性 ,只 有 50 个 基因 与 其 他 任何 物种 都 没有 明显 的 同 
源 性 。 


第 11 章 ”基因 组 与 比较 基因 组 学 


才 11-4 ”大肠 杆菌 各 菌株 基因组 比较 





菌株 名 称 基因 组 大 小 /Mb 基因 数目 
O157_EDL933 5 528 5349 
O157_Sakai 5 498 5 361 
E22 5516 4788 
E110019 5 384 4746 
B171 5 299 4467 
53638 5 289 4783 
42 5 242 4899 
CFTO73 5231 5 379 
H10407 ~5208 ~5000 
Fl11 5 206 4467 
B7A 5 202 4637 
NMEC RS218 5 089 ~4900 
E2348 5 072 4594 
E24377A 4 980 4 254 
UPEC 536 ~4900 ~4800 
101NA1 4880 4 238 
HS 4643 3689 
K-12_W3110 4641 4 390 
K-12_MG1655 4639 4 254 
B03 4629 4 387 


研究 发 现 , 大 肠 杆菌 基因 组 重复 序列 的 排 布 可 能 与 DNA 的 复制 相关 。 如 多 拷贝 重复 
排列 的 rRNA 基因 (rm) 位 于 环 状 染色 体 的 中 部 ,这 个 位 置 包含 已 知 的 DNA 复制 起 始 位 
点 oriC ,其 他 许多 与 rRNA 相关 的 DNA 序列 (TPIP) 则 位 于 环 状 染色 体 另 一 端的 相应 位 
置 。 此 外 ,rm 与 TPIP 序列 对 称 分 布 在 oriC 两 边 的 前 导 链 上 。 并 且 rm 操纵 子 的 转录 通 
常 朝 着 远离 复制 起 始 位 点 的 方向 进行 。 


去 11-5 大 肠 杆 欧 编 码 僵 握 质 的 分 类 


功 能 数量 点 蛋白 质 总 量 的 % 
调控 蛋白 178 4.15 
细胞 结构 组 白 224 5.22 
膜 蛋白 13 0.3 
外 洲 蛋 白 87 2.03 
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续 表 





功 能 数量 占 蛋 白质 总 量 的 % 
物质 运转 相关 蛋白 427 9.95 
能 量 代谢 相关 蛋白 373 8.70 
DNA 合成 与 代谢 115 2.68 
转录 及 RNA 合成 ,代谢 与 修饰 55 1.28 
翻译 及 蛋白 质 修 饰 182 4.24 
细胞 周期 相关 因子 188 4.38 
辅 基辅 因子 及 其 载体 103 2.40 
伴侣 蛋白 9 0.21 
核 背 酸 的 合成 与 代谢 58 1.35 
氨基 酸 的 合成 与 代谢 131 3.06 
脂肪 酸 及 磷脂 的 合成 与 代谢 48 1.12 
重要 中 间 物 合成 与 代谢 188 4.38 
酶 251 5.85 
其 他 (功能 已 知 蛋白 ) 26 0.61 
未 知 蛋 白 1 632 38.06 


11.4.2 ”酵母 基因 组 


酿酒 酵母 基因 组 是 第 一 个 测序 完成 的 真 核 生物 基因 组 。 该 基因 组 全 长 13 040 000 bp， 
比 单 细胞 的 原核 生物 和 古 细菌 大 一 个 数量 级 ,是 最 小 的 真 核 基因 组 。 其 基因 密度 为 
1/2 kb, 裂 殖 酵 母 基 因 密 度 则 稍 大 ,为 /2.3 kb ,而 简单 多 细胞 生物 线虫 的 基因 密度 则 已 低 
达 1/30 kb。 酵母 基因 组 中 共有 5 885 个 蛋白 质 编码 基因 , 男 有 大 约 140 个 rRNA .40 个 
snRNA(small nuclear RNA) 和 275 个 tRNA 基因。 其 中 约 4% 的 编码 基因 (大 多 为 rRNA 基因 ) 
有 内 含 子 ,并 且 通 常 位 于 靠近 rRNA 基因 的 起 始 部 分 。 

比较 不 同 酵母 菌株 发 现 ,不 同 菌株 之 间 遗 传 物质 的 差异 非常 大 。Saccharomyees 
kluyveri 只 有 7 条 染色 体 ,1 和 干 万 个 碱 基 对 ;S. castellii 有 9 条 染色 体 ,9 百 72 万 个 碱 基 
对 ;而 5S. exiguus 和 .SS cerevisiea 的 基因 组 则 都 包含 16 条 染色 体 ,分 别 由 18 355 000 bp 和 
13 030 000 bp 组 成 发 0-o 

许多 酵母 染色 体 由 交替 的 高 GC 含量 区 段 和 低 GC 含量 区 段 组 成 ,并 且 GC 含量 的 分 
布 差异 通常 与 这 些 染 色 体 上 的 基因 密度 差异 相 一 致 。 尤 其 是 3 号 染色 体 ,GC 含量 的 差异 
与 染色 体 辟 上 基因 的 重组 频率 显著 相关 ,GC 富 集 的 染色 体 辟 中 部 重组 频率 高 ,而 重组 频 
率 低 的 端 粒 和 着 丝 粒 区 域 GC 含量 则 较 低 。 较 小 的 1 号 .3 号 .6 号 和 9 号 染色 体 的 平均 
重组 频率 超过 整个 基因 组 平均 水 平 的 1.3 ~ 1.8 倍 。 
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表 11-6 酵母 各 菌株 染色 体 数 目 及 单个 染色 体 .基因 组 数据 比较 


菌株 名 称 S$. dairenensis S castellii 5. servazzii 5. unisporus S exiguus S kiuyver S cerevigea 
染色 体 数 目 9 9 12 12 16 7 16 
3 单个 染色 体 大 小 /kb 
1 730 550 570 560 395 970 220 
8 800 660 620 630 470 1110 280 
3 1060 820 690 660 660 1 300 360 
4 1 200 860 720 720 740 1 410 445 
5 1 300 890 740 800 780 1510 555 
6 1 510 1 000 870 840 880 1750 610 
1 600 1 320 960 960 970 1950 690 
8 1 800 1720 1010 1010 1 020 - 760 
9 1920 1 900 1 100 1 100 1 080 — 800 
10 — - 1250 1250 1250 一 830 
11 -~ - 1850 1850 1 300 - 920 
12 - - 1950 1950 1470 - 960 
13 一 - -~ - 1510 — 1010 
14 - ~ ~ - 1780 一 1100 
15 - - - - 1950 - 1 600 
16 ~ -~ - 2100 -~ 1 900 
es 基因 组 大 小 /kb 119209 9720 1230 11560 18355 1000 1300 


11.4.3” 拟 南 芥 基因 组 


拟 南 芥 基因 组 是 世界 上 第 一 个 被 测序 的 植物 基因 组 ,也 是 继 线虫 . 果 蝇 之 后 第 三 个 被 
测序 的 多 细胞 生物 ,全 长 约 为 115.4 Mb。 基 因 组 分 析 表 明 ,在 整个 拟 南 芥 进 化 过 程 中 至 少 
包括 两 次 全 基因 组 的 复制 以 及 广泛 的 基因 缺失 和 重复 复制 ,基因 组 中 含有 许多 从 蓝藻 中 
横向 转移 过 来 的 DNA 片段 。 拟 南 芥 5 条 染色 体 共 编码 约 30 000 个 基因 (下 1 7。 与 醇 母 、 
线虫 . 果 蝇 相 比 , 拟 南 芥 基因 组 中 编码 转录 因子 的 基因 数量 显著 增加 去" -% ,从 一 个 侧面 
反映 了 高 等 植物 的 复杂 性 。 


表 11-7 TAIR 与 NCBI 所 公布 的 拟 南 芥 各 染色 体 基因 数目 比较 





TAIR NCBI 
1 号 染色 体 7437 8 018 

2 号 染色 体 4753 5 152 

3 号 染色 体 5 825 6 362 

4 号 染色 体 4574 4848 

5 号 染色 体 6769 7 120 

合计 29 388 31 500 
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图 11-20 水 稻 与 
拟 南 共 基因 内 部 CC 
含量 变化 比较 

(a) 拟 南 芥 K"* 通道 蛋 
自 基因 (HKCP) 与 水 
稻 同 源 基因 OSU46758 
内 部 GC 含量 变化 比 
较 ; (b) 拟 南 并 光敏 色素 
B 基因 (phy 8B) 与 水 稻 
同 源 基 因 OSPHYBIGE 
内 部 GC 含量 变化 比 
较 。 图 示 无 论 是 1 kb 
大 小 的 HKCP 基因 还 
是 长 度 超过 10 kb 的 
phy 8 基因 ,水 稳 基 因 5' 
的 GC 含量 均 要 明显 
高 于 拟 南 闪 基 因 。 这 
两 种 植物 基因 编码 区 
3' 的 GC 含 量 则 大 臻 
相当 。 


表 11-8 主 归真 核 生 物 中 和 转 承 内 十 数 基 比较 


物种 名 基因 数目 转录 因子 数量 比例 /% 

拟 南 芥 约 29 388 1 533 5.9 
酵母 约 5885 209 3.5 
线虫 约 18 891 669 3.5 
果 蝇 约 13 379 635 4.5 


11.4.4 水 稳 基 因 组 


籼稻 和 粳稻 基因 组 测序 的 工作 几乎 同时 在 2002 年 完成 。 水 稻 共 有 12 条 染色 体 , 籼 
稻 基 因 组 ( 常 染 色 体 部 分 ) 为 466 Mb, 粳 稻 为 420 Mb ,是 拟 南 芥 基 因 组 的 3.7 倍 ,为 人 类 基 
因 组 的 15%。 研 究 发 现 几乎 所 有 的 水 稻 基 因 至 少 有 一 个 外 显 子 区 域 表 现 出 较 高 的 GC 含 
量 ,而 在 同一 个 基因 内 部 $' 区 的 GC 含量 要 比 3' 区 高 出 25% 402。 另外 水 稻 基 因 的 
平均 大 小 只 有 4 500 个 碱 基 对 ,和 远 小 于 人 类 基因 的 平均 大 小 (27 千 碱 基 对 )。 水 稻 cDNA 
中 转 座 子 的 含量 约 为 1% ,也 低 于 人 类 的 4% ,表明 了 水 稻 在 进化 中 相对 稳定 。 同 源 性 分 
析 表 明 ,80% 的 拟 南 芥 基因 可 以 在 水 稻 中 找到 同 源 基 因 , 并 且 其 同 源 部 分 占 到 和 蛋白质 长 度 
的 80%, 其 中 60% 的 氨基 酸 序列 完全 一 样 。 而 与 此 相对 ,只 有 50% 的 水 稻 基 因 可 以 在 拟 


南 芥 中 找到 同 源 基 因 。 





一 拟 南 并 HKCP 
一 水 稻 O5U46758 
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11.4.5 ”家 和 价 基 因 组 


家 鼻 是 一 种 独特 的 完全 依赖 于 人 类 存活 繁衍 的 驯养 昆虫 。 用 于 家 大 基因 组 测序 的 
DNA 以 及 构建 相应 cDNA 文库 的 mRNA 来 自 一 个 纯 驯 养 品 种 一 一 大 造 周 11-?21。 由 于 
容易 在 实验 室 饲 养 有 基因 同 源 近 等 系 的 突变 以 及 生物 学 上 的 大 量 信 息 , 家 蚕 一 直 是 
昆虫 遗传 学 上 的 模式 生物 之 一 ,其 影响 可 能 仅 次 于 果 申 。 家 鼻 有 400 个 可 见 的 表 型 ， 
包括 许多 重要 的 生物 学 特性 如 丝 产量 .饮食 特性 . 抗 病 能 力 . 凸 胎 形成 和 性 征 变异 等 ， 
其 中 大 约 有 200 个 分 布 在 已 知 的 连锁 群 。 家 每 一 共有 28 条 染色 体 , 测 序 的 基因 组 大 
小 为 428.7 Mbh, 是 果 蝇 基因 组 的 3.6 倍 ,是 蚊子 的 1.54 倍 。 注 释 的 家 看 基因 为 18 510 
个 ,大 于 果 蝇 的 13 379 的 基因 数 。 每 个 家 每 基因 平均 带 有 1.15 个 外 显 子 ,而 果 蝇 基因 
几乎 没有 断裂 。 而 且 由 于 转 座 子 主 要 择 入 内 含 子 部 分 ,家 大 的 基因 显著 大 于 相应 的 果 
蝇 基因 (四 01-22)。 





图 11-21 家 符 (pom- 
jnx mon) 的 生命 周期 








晴 
4 
蚕茧 的 切面 图 。 “~ 2 区 
蛋 蓝 
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图 11-22 家 这 与 灯 弹 辐 源 基 因 大 小 的 比较 
(a)5 879 个 家 短 - 果 蜡 同 源 基因 去 除 内 含 子 前 DNA 序列 长 度 比较 ; (b) 去 除 内 含 子 后 编码 区 (CDS) 长度 比 较 。 


11.4.6 ” 鸡 基 因 组 





科学 家 选择 现代 家 鸡 的 祖宗 野生 红 原 鸡 (Gallus gallus) 作 为 基因 组 框架 图 的 原 
型 。 鸡 基因 组 草图 由 全 基因 组 鸟 枪法 完成 测定 ,基因 组 大 小 只 有 人 类 的 1/3 左右 ,但 
鸡 基 因 组 DNA 的 重复 度 极 低 ,只 有 11% (一 般 哺 乳 类 动物 都 高 达 409% ~ 50%)。 除 了 
一 对 性 染色 体外 , 鸡 有 38 对 常 染色 体 ,其 中 5 个 大 染色 体 .5 个 中 染色 体 、28 个 小 染色 
体 ' 上 站 43。 因为 每 个 染色 体 壁 至少 有 一 个 交叉 (crossover), 所 以 ,小 染色 体 基 因 重 组 的 概 
率 较 高 。 研 究 发 现 ,大 染色 体 交 叉 率 为 2.8 cM/Mb, 小 染色 体 交 叉 率 为 6.4 cM/Mb ,而 大 多 
数 人 类 染色 体 的 交叉 率 仅 为 1~2cM/Mb, 这 就 使 鸡 成 为 研究 遗传 连锁 的 理想 对 象 。 另 外 ， 
鸡 基因 组 比 其 他 哺乳 动物 基因 组 要 紧凑 得 多 , 它 只 有 10 亿 碱 基 对 却 编码 了 2 万 ~2.3 万 
个 基因 ,而 人 类 基因 组 含有 30 亿 碱 基 对 却 只 编码 了 约 3 万 个 基因 。 鸡 的 基因 数量 与 哺乳 
动物 相当 ,但 它 的 假 基因 数量 很 少 ,只 有 75 个 ,而 哺乳 动物 一 般 有 15 000 个 左右 。 该 现 
象 与 大 量 存 在 的 重复 元 素 (LINE) CR1 反 转 录 酶 的 高 度 特异 性 密切 相关 ,并 使 鸡 种 间 和 种 


内 的 变异 程度 相当 接近 。 


图 11-233 家 鸠 (wis 


gallus domestivns)} 


2n=78 
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11.5 比较 基因 组 学 (comparative genomics) 研究 


研究 发 现 , 低 等 真 核 生物 如 酵母 .线虫 以 及 高 等 植物 拟 南 芥 , 基 因 组 比较 小 ,基因 密度 
比较 高 , 百 万 碱 基 对 中 含有 200 个 或 更 多 的 基因 和 1 里 11-241, 异 染色 质 的 比例 较 低 , 基 
因 组 90% 以 上 由 常 染 色 质 组 成 ;而 果 蝇 和 人 类 基因 组 中 异 染 色 质 的 比例 较 高 , 占 基因 组 
的 20% ~ 40%。 研 究 果 蝇 全 部 4 条 染色 体 发 现 ,其 Y 染色 体 几乎 完全 异 染色 质 化 ,第 4 号 
染色 体 也 大 部 分 被 异 染 色 质 化 。 果 蝇 X 染色体 在 不 同 家 系 中 变化 最 大 ,其 异 染色 质 化 程 
度 从 30% 到 50% 左右 不 等 中 1-5 





(a) 人 类 V28 V29-1 TRY4 TRYS 
0 10 20 30 40 S0 kb 
(b) 酵母 
GZLK7 SRO9 HIS4 FUSJ AGP] t Ty2 , BUD3 
0 10 20 30 40 S0 kb 
(9 玉米 AdhI-F 
PE em 
0 10 20 30 40 S50kb 
(d) 大 肠 杆 菌 
i ards 186 1S1 2 fix4 | 
0 10 20 30 40 50 kb | 


园 外 呈 子 国 假 基因 口 重复 序号 














图 11-24 ”部 分 典型 真 校 和 原核 生物 基因 组 成 分 分 析 


(a) 人 pB-T 细胞 受 体位 点 ,在 50 kb 大 片段 中 只 有 一 个 基因 (7TR Y# ,编码 胰 蛋白 梅 原 ), 一 个 假 基因 (ITR Y5), 两 个 基因 片段 (V28,V29-1) 和 52 个 
存在 于 全 基因 组 范围 内 的 重复 序列 ,编码 功能 基因 的 序列 占 总 序列 不 到 3%。(b) 醇 母 第 4 号 染色 体 中 的 一 个 片段 ,其 中 包括 26 个 蛋白 质 编码 基 
因 ,2 个 tRNA 基因 ,5 个 存在 于 基因 组 范围 内 的 重复 序列 ,编码 功能 基因 的 序列 占 总 序列 的 66.4% ,重复 序列 占 13.5%( 在 所 有 16 条 酵母 染色 体 
中 ,重复 序列 只 有 3.4%)。 在 该 50 kb 序列 中 ,所 有 基因 都 不 带 内 含 子 ,在 整个 酵母 基因 组 中 ,一 共 只 有 239 个 内 含 子 , 而 一 个 人 类 基因 就 可 能 有 
多 达 100 个 内 含 子 。(c) 在 50 kb 玉米 基因 组 中 ,只 有 1 个 基因 ,乙醇 脱毛 酶 /一 F 基因 ,其 余 几 乎 都 是 重复 序列 。 在 它 的 5 000 Mb 基因 组 序列 中 ， 
50% 以 上 可 能 是 重复 序列 。(d) 大肠 杆菌 基因 组 中 ,50 kb 序列 中 可 能 有 43 个 基因 ( 占 全 序列 的 85.9%), 许 多 基因 之 间 甚 至 连 一 点 空间 都 没有 (chr4 
和 thrB 之 间 只 隔 了 一 个 碱 基 ,hrC 基因 直接 位 于 thrB 终止 子 的 下 游 。 原 核 生 物 基 因 中 没有 内 含 子 (少数 古 细菌 基因 中 可 能 存在 极 少 的 内 含 子 )。 
原核 基因 组 中 没有 重复 序列 ,但 已 发 现存 在 某 些 插入 序列 (如 IS186 和 1IS1)。 在 整个 大 肠 杆菌 4 639 kb 序列 中 共 发 现 不 到 4 400 个 编码 基因 。 
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图 11-25 华 蝇 隶 
色 体 中 常 染色 质 和 Mb _23.0 21.4 24.4 28.0 21.8 _20.0 1.2 


i {i A El. 由 大 X 
借 染 色 质 含量 比较 Mb 5.4 11.0 8.2 8.2 HY 1 
染色 体 2L 2R 3L 3R pr 4 
国 异 染色 质 1 
口 常 染 色 质 XY 
e 着 丝 





表 11-9 真 核 生物 基 国 组 比较 





物种 完成 年 份 。 “总 长 度 /Mb 已 完成 总 长 的 % 占 常 染色 质 % 基因 数 /Mb 

酵母 1996 12 93 100 483 
线虫 1998 9 99 100 197 
果 蝇 2000 116 64 97 117 
拟 南 芥 2000 115 92 100 221 
| 2001 2 693 84 90 12 
全 A 2001 2 .654 83 99~93 15 
小 鼠 基 因 组 2002 2493 95 95 9 

抽 稳 基因 组 2002 466 92 98 110 
大 鼠 基因 组 2004 2750 90 94 8 

鸡 基因 组 2004 1 200 91 97 15 
狗 基 因 组 2005 2 41n 99 100 8 


另外 研究 还 表明 ,原核 生物 、 低 等 真 核 生物 和 高 等 真 核 生物 之 间 在 所 编码 的 蛋白 质 
种 类 数 上 存在 着 巨大 的 差异 “1-'"。 对 原核 生物 流感 嗜 血 杆 菌 基因 组 与 酵母 线虫. 果 
蝇 和 拟 南 芥 进行 比较 以 后 发 现 ,原核 生物 和 低 等 真 核 生 物 细胞 中 单 拷贝 基因 较 多 ,在 流 
感 嗜 血 杆菌 中 单 拷贝 基因 占 88.8% ,在 酵母 中 占 71.4% ,在 果 蝇 中 占 72.5% ,在 线虫 中 占 
55.2% ,而 在 高 等 植物 拟 南 芥 中 只 占 约 33.0% 三 10。 


表 11-10 不 同 生物 基因 组 的 生 自 项 编码 能 力 比 较 





物种 基因 组 总 长 度 和 蛋白质 种 数 / 个 

尿 殖 道 支原体 Mycoplasma genitalium 580 073 bp 467 
肺炎 支原体 Mycoplasma pneumoniae 816 394 bp 677 
流感 哮 血 杆菌 Haemophilus influenzae 1 830 138 bp 1709 
枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subrilis 4214 814 bp 4 100 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli 4 639 221 bp 4 288 
酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 13 116 818 bp 6 275 
线虫 Caenorhabditis elegans 约 97 Mb 18 891 
拟 南 闪 Arabidopsis chaliana 115 Mb 25 498 
果 蝇 Drosophila melanogaster 116 Mb 14 113 
人 类 Formo sapiens 3.2x10"bp 约 2.5 万 
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胡 11-11 不 同 物种 中 单 找 贝 基因 的 数 其 及 占 基 因 总 数 百分比 





物种 单 拷贝 基因 个 数 单 拷贝 基因 占 基 因 总 量 的 % 
流感 嗜 血 杆 菌 1 587 88.8 
全 母 5 105 71.4 
果 蝇 10 736 72.5 
线虫 14 177 55.2 
拟 南 芥 11 601 35.0 


尿 殖 道 支原体 拥有 目前 已 知 最 小 的 基因 组 ,由 此 可 确定 能 自我 复制 的 细胞 必需 的 一 
套 最 少 的 核心 基因 。 流 感 嗜 血 杆 菌 的 基因 组 为 1.83 Mb, 而 尿 殖 道 支原体 的 基因 组 只 有 
0.58 Mb, 二 者 相差 3 倍 多 。 流 感 哮 血 杆菌 基因 大 小 平均 900 bp, 尿 殖 道 支原体 的 基因 为 
1 040 bp, 基 因 大 小 差不多 。 流 感 嗜 血 杆 菌 中 平均 1 042 bp 有 1 个 基因 , 尿 殖 道 支原体 中 
平均 1235 bp 有 1 个 基因 。 可 见 基因 组 尺度 减 小 并 不 引起 基因 密度 的 增加 和 基因 本 身 大 
小 的 改变 。 二 者 的 差别 在 于 基因 数量 上 ,流感 嗜 血 杆菌 基因 组 有 1 743 个 ORF ,而 尿 殖 道 
支原体 只 有 470 个 ORF' 忆 -02 。 通 过 对 屎 殖 道 支原体 与 流感 哮 血 杆菌 这 两 个 亲缘 关系 
较 远 的 生物 基因 组 的 比较 ,选取 其 共同 的 基因 ( 共 240 个 ), 再 加 上 一 些 其 他 基因 ,最 后 可 
组 成 一 套 含 256 个 基因 的 最 小 基因 组 。 


区 11-12 流感 赌 血 杆菌 和 屎 殖 道 支原体 各 类 主 监 基因 比较 


分 类 流感 哮 血 杆菌 尿 殖 道 支原体 
总 ORF 数 1743 470 
氨基 酸 合成 68 1 
辅 其 等 的 合 54 5 
核 苷 酸 合 成 53 29 
细胞 膜 合 成 与 装配 84 27 
能 量 代谢 112 31 
辖 代谢 30 6 
脂肪 代谢 25 6 
DNA 复制 ,重组 和 修复 87 42 
蛋白 质 高 级 结构 形成 6 全 
调控 蛋白 64 学 
转 孙 27 22 
翻译 141 101 
吸收 与 转运 123 34 


通过 流感 嗜 血 杆 菌 能 量 代 谢 类 群 的 ORF 分 析 , 了 解 到 在 这 种 生物 中 缺乏 三 羧 酸 循环 
(TCA) 中 必需 的 3 个 酶 , 即 柠檬 酸 合成 酶 基因 . 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 基因 和 顺 乌 头 酸 酶 基因 。 
由 此 推断 流感 哮 血 杆菌 TCA 缺失 ,不 能 合成 谷 氨 酸 ,因为 谷 氨 酸 的 供 体 是 TCA 的 中 间 产 
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生物 a- 酮 成 二 酸 。 

古 细 菌 产 甲烷 球菌 与 原核 生物 有 着 共同 的 染色 体 组 织 与 结构 ,如 环 状 基因 组 .基因 的 
操纵 子 结构 等 ,其 能 量 产生 和 固 氨 的 相关 基因 与 原核 生物 也 有 很 高 的 同 源 性 。 该 基因 组 
中 与 细胞 分 裂 有 关 的 蛋白 质 及 20 多 个 编码 无 机 离子 运输 蛋白 的 ORF 与 细菌 基因 同 源 ， 
而 且 其 调控 模式 也 类 似 于 原核 生物 。 然 而 , 产 甲烷 球菌 在 细胞 遗传 信息 传递 ,尤其 是 转录 
和 翻译 系统 ,以 及 分 泌 系 统 方面 与 真 核 生 物 同 源 , 说 明 该 细菌 与 真 核 生 物 亲缘 关系 较 近 。 
比较 基因 组 学 提供 的 结果 表明 ,在 进化 系统 树 上 , 古 细 菌 与 真 核 生 物 亲 缘 关 系 比 原核 生物 
更 近 。 在 自 养生 物 的 三 个 分 支 ,细菌 、 上 古 细菌 和 真 核 生物 中 ,细菌 的 分 化 发 生 较 早 。 


思考 题 


. 简 述 人 类 基因 组 计划 的 科学 意义 。 

. 请 分 析 人 类 基因 组 计划 的 发 展 趋势 。 

. 试 述 大 肠 杆 菌 基 因 组 和 真 核 生物 基因 组 的 主要 区 别 。 

. 区 分 遗传 图 谱 和 物理 图 谱 , 试 述 这 了 两 项 技术 的 优 缺点 。 

. 什么 是 FISH 技术 ,如 何 利 用 它 来 构建 基因 组 的 物理 图 谱 ? 

- 鸟 枪 测序 法 的 技术 原理 是 什么 ? 

. 什么 是 蛋白 质 组 学 ,什么 是 转录 组 学 ? 简 述 这 两 个 领域 里 最 主要 的 研究 手段 。 
. 简 述 新 一 代 测序 各 平台 的 优点 和 缺点 及 适用 领域 。 

10. 新 一 代 测 序 较 之 芯片 技术 优点 有 哪些 ? 

11. 试 述 结合 各 种 基因 组 学 方法 和 已 有 数据 还 能 进一步 探索 哪些 生物 学 问题 。 
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名 词 解释 


AP 位 点 (AP site): 所 有 细胞 中 都 带 有 不 同类 型 .能 识别 
受 损 核酸 位 点 的 糖苷 水 解 酶 , 它 能 特异 性 切除 受 损 核 
苷 酸 上 的 N-8 糖苷 键 ,在 DNA 链 上 形成 去 嘻 叭 或 去 
喀 喧 位 点 ,统称 为 AP 位 点 。 

BS-seq (bisulfite conversion followed by sequencing, 亚 硫 
酸 氧 盐 转 化 后 测序 ): 分 析 基 因 组 DNA 甲 基 化 状态 的 
一 种 方法 ,用 亚 硫 酸 氧 盐 处 理 DNA 分 子 后 进行 测序 
分 析 。 

CDNA (complementary DNA): 在 体外 以 mRNA 为 模板 , 利 
用 反 转 孙 酶 和 DNA 聚合 酶 合成 的 一 段 双 链 DNA。 

ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation followed by 
sequencing, 染 色 质 免疫 共 沉 淀 后 测序 ): 将 样本 与 特异 
抗体 免疫 共 沉 淀 后 进行 测序 分 析 , 主要 用 于 分 析 与 转 
录 因 子 ,组 蛋白 等 结合 的 DNA 序列 。 

CpG 岛 : 真 核 生物 中 ,成 串 出 现在 DNA 上 的 CpG 二 核 
苷 酸 。5- 甲 基 胞 喀 啶 主要 出 现在 CpG 序列 、CpXpG、 
CCA7TGG 和 GATC 中 ,在 高 等 生物 CpG 二 核 背 酸 序列 
中 的 C 通常 是 甲 基 化 的 , 极 易 自发 脱 氨 , 生 成 胸腺 喀 
院 , 所 以 CpG 二 核 苷 酸 序列 出 现 的 频率 远 远 低 于 按 核 
苷 酸 组 成 计算 出 的 频率 。 

C 值 (C value): 通 党 是 指 一 种 生物 单 倍 体 基因 组 DNA 的 
总 量 , 以 每 细胞 内 的 皮 克 (pg) 数 表示 。 

C 值 反常 现象 (C value paradox): 也 称 C 值 惨 误 , 指 C 值 
往往 与 种 系 的 进化 复杂 性 不 一 致 的 现象 , 即 基因 组 大 
小 与 遗传 复杂 性 之 间 没 有 必然 的 联系 , 某 些 较 低 等 的 
生物 C 值 却 很 大 ,如 一 些 两 栖 类 物种 的 C 值 其 至 比 哺 
乳 动物 还 大 - 

Dane 颗粒 :HBV 完整 粒子 的 直径 为 42 nm, 称 为 Dane 晒 
粒 ,由 外 膜 和 核 沉 组 成 ,有 很 强 的 感染 性 : 

DNA: 是 英文 deoxyribonucleic acid 的 缩写 , 意 为 脱氧 核 
糖 核酸 ,是 世界 上 所 有 已 知 高 等 真 核 生 物 和 绝 大 部 分 
低 等 生物 的 遗传 物质 ， 

DNase-seq(DNase | hypersensitivity site footprinting coupled 
with sequencing, DNase 1 超 敏 感 位 点 足迹 法 侦 联 测序 ): 
DNase-seq 被 用 于 鉴定 基因 组 上 没有 核 小 体 结构 的 区 
域 , 因 为 这 些 区 域 易 被 DNase ] 降解 。 

DNA 的 半 保 留 复 制 (semiconservative replication):DNA 在 
复制 过 程 中 ,每 条 链 分 别 作为 模板 合成 新 链 , 产 生 与 补 
的 两 条 链 。 这 样 新 形成 的 两 个 DNA 分 子 与 原来 DNA 


分 子 的 碱 基 顺 序 完全 一 样 。 因 此 ,每 个 子 代 分 子 的 一 
条 链 来 自 亲 代 DNA, 另 一 条 链 则 是 新 合成 的 ,这 种 复 
制 方式 被 称 为 DNA 的 半 保 留 复 制 - 

DNA 的 半 不 连续 复制 (semi-discontinuous replication): 
DNA 复制 过 程 中 前 导 链 的 复制 是 连续 的 ,而 另 一 条 
链 , 即 后 随 链 的 复制 是 中 断 的 ,不 连续 的 。 

DNA 的 变性 (denaturation) 和 复 性 (renaturation): 变性 是 
DNA 双 链 的 氧 键 断裂 ,最 后 完全 变 成 单 链 的 过 程 。 复 
性 是 热 变性 的 DNA 经 缓慢 冷却 ,从 单 链 恢 复 成 双 链 
的 过 程 。 

DNA 聚合 酶 (DNA polymerase): 一 种 催化 由 脱氧 核糖 核 
苷 三 磷酸 合成 DNA 的 酶 。 因 为 它 以 DNA 为 模板 ,所 
以 又 被 称 为 依赖 于 DNA 的 DNA 聚合 酶 。 不 同 种 类 的 
DNA 聚合 酶 可 能 参与 DNA 的 复制 和 /或 修复 。 

DNA 拓扑 异 构 酶 (DNA topoisomerase): 能 在 闭环 DNA 分 
子 中 改变 两 条 链 的 环绕 次 数 的 酶 , 它 的 作用 机 制 是 首 
先 切 断 DNA, 让 DNA 绕 过 断裂 点 以 后 再 封闭 形成 双 
螺旋 或 超 螺旋 DNA。 

DNA 微 阵 列 (DNA microarray) 技术 :把 大 量 已 知 或 未 知 
序列 的 DNA 片段 点 在 尼龙 膜 或 玻璃 片上 ,再 经 过 物 
理 吸 附 作 用 达到 固定 化 。 也 可 以 直接 在 玻璃 或 金属 
表面 进行 化 学 合成 ,得 到 寡 核 苷 酸 芯 片 。 将 芯片 与 待 
研究 的 cDNA 或 其 他 样品 杂交 ,经 过 计算 机 扫描 和 数 
据 处 理 , 便 可 以 观察 到 成 千 上 万 个 基因 在 不 同 组 织 
或 同一 组 织 不 同 发 育 时 期 或 不 同 生理 条 件 下 的 表达 
模式 。 

DNA 重组 技术 (recomhinant DNA technology): 又 称 基因 
工程 (genetic engineering), 指 不 同 的 DNA 片段 (如 某 个 
基因 或 基因 的 一 部 分 ) 按 照 预先 的 设计 定向 连接 起 来 ， 
在 特定 的 受 体 细 胞 中 与 载体 同时 复制 并 得 到 表达 , 产 
生 影 响 受 体 细胞 的 新 的 遗传 性 状 的 技术 。 

GU-AG 法 则 (GU-AG mule): 以 GU 起 始 和 以 AG 为 末端 
的 内 含 子 碱 基 序列 ,GU 表示 供 体 衔 接点 的 $ 端 ,AG 
代表 接纳 体 衔接 点 的 3 端 序列 - 

GWAS (genomc-wide association study, 全 基因 组 相关 分 
析 ): 用 于 检测 不 同 个 体 的 共同 遗传 变 体 与 某 一 性 状 之 
和 间 的 相关 性 。 

HapMap 工程 (Intemational Haplotype Map Project, 国际 
人 类 基因 组 单 体型 图 计划 ): 将 已 检测 到 的 人 类 常见 


SNP 的 共有 模式 进行 分 类 ,形成 单 体型 ,通过 找 出 这 些 
单 体型 的 代表 性 标签 SNP, 可 以 有 效 地 增加 实际 操作 
中 能 够 确定 出 个 体 单 体型 的 区 域 。 

MeDIP-seq (methylated DNA immunoprecipitation followed 
by sequencing, 甲 基 化 DNA 免疫 共 沉 淀 测序 ): 将 带 有 
甲 基 化 DNA 的 序列 与 特异 结合 甲 基 化 胞 哮 啶 的 抗体 
免疫 共 沉 淀 后 进行 测序 ,用 于 对 基因 组 DNA 甲 基 
化 状态 的 分 析 。 

Pribnow 区 (Pribnow box): 在 启动 子 区 有 一 个 由 5 个 核 
此 酸 组 成 的 共同 序列 ,是 RNA 聚合 酶 的 紧密 结合 点 ， 
称 为 Pribnow 区 ,这 个 区 的 中 央 大 约 位 于 起 始点 上 游 
10 bp 处 ,所 以 又 称 为 -10 区。 

P 转 座 子 (P-element): 是 一 种 能 够 诱发 杂种 不 育 (hyhbrid 
dysgenesis) 的 果 蝇 转 座 子 , 果 蝇 中 几乎 所 有 的 杂种 不 
育 都 是 由 于 P 转 座 子 插入 基因 组 W 位 点 而 引起 的 。 
所 有 P 转 座 子 两 翼 都 有 31 碱 基 的 反 向 重复 序列 ,P 
转 座 子 转 座 导致 又 DNA 复制 产生 8 碱 基 正 向 重复 
序列 。 

RACE (rapid amplification of cDNA ends,cDNA 末端 的 快 
速 扩 增 ): 利 用 PCR 技术 在 已 知 部 分 cDNA 序列 的 基础 
上 特异 性 克隆 其 $ 端 或 3' 端 缺失 的 序列 。 

RAPD (random amplified polymorphic DNA ,随机 扩 增 的 多 
态 性 DNA): 用 长 度 为 10 或 11 个 碱 基 的 单一 固定 序列 
作 引 物 扩 增 基因 组 DNA, 随 机 获得 大 小 不 同 的 DNA 
片段 。 因 其 具有 种 质 特异 性 而 常用 做 遗传 学 的 分 子 
标记 。DNA 序列 上 的 微小 变化 ,甚至 1 个 核 苔 酸 的 变 
化 ,也 能 改变 引物 结合 效率 ,影响 PCR 扩 增 。 

RFLP (restriction fragment length polymorphism, 限 制 
性 片段 长 度 多 态 性 ); 使 用 限制 性 内 切 核酸 酶 消化 某 
个 DNA 分 子 后 出 现 的 长 度 多 样 性 , 因 其 具有 种 质 特 
异性 而 常用 做 遗传 学 的 分 子 标记 。DNA 序列 上 的 微 
小 变化 ,甚至 1 个 核 背 酸 的 变化 ,也 能 引起 限制 性 内 
切 核酸 酶 切 点 的 丢失 或 产生 ,导致 酶 切片 段 长 度 的 
变化 。 

RNA-Seq: 利 用 高 通 量 测序 技术 对 转录 组 进行 测序 分 
析 , 对 测序 得 到 的 大 量 原 始 读 长 (reads) 进行 过 滤 .组 
装 及 生物 信息 学 分 析 的 过 程 。 

RNA 编辑 (RNA editing): 是 某 些 RNA ,特别 是 mRNA 的 
一 种 加 工 方式 , 它 导 致 DNA 所 编码 的 遗传 信息 的 改 
变 , 因 为 经 过 编辑 的 mRNA 序列 发 生 了 不 同 于 模板 
DNA 的 变化 。 

RNA 的 再 编码 (RNA recoding): 是 指 RNA 编码 和 读 码 方 
式 的 改变 。 

RNA 干涉 (RNA interderence,RNAi): 是 利用 双 链 小 RNA 
高 效 .特异 性 降解 细胞 内 同 源 mRNA, 从 而 阻 断 体内 靶 
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基因 表达 ,使 细胞 出 现 靶 基 因 缺 失 的 表 型 。 

RNA 剪接 (RNA splicing): 从 mRNA 前 体 分 子 中 切除 被 
称 为 内 会 子 {intron) 的 非 编码 区 ,并 使 基因 中 被 称 为 外 
显 子 (exon) 的 编码 区 拼接 形成 成 熟 mRNA 的 过 程 就 
称 为 RNA 剪接 -。 

RNA 聚合 酶 (RNA polymerase): 使 用 DNA 作为 模板 合成 
RNA 的 酶 ,也 称 为 DNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 。 

SARS-CoV: 一 种 新 型 冠状 病毒 ,属于 冠状 病毒 科 冠状 
病毒 属 , 是 一 种 大 的 、 有 包 膜 的 正 链 RNA 病毒 ,其 基 
因 组 由 约 30 000 个 核 苷 酸 组 成 ,直径 70~ 140 nm， 
电镜 下 可 见 电子 密度 致密 的 核心 和 围绕 的 包 膜 , 包 
膜 上 有 冠状 的 刺 突 。 对 脂 溶 剂 敏感 , 虔 二 醚 ,甲醛 、 
过 氧化 氢 .表面 活性 剂 .紫外 线 照 射 等 可 使 病毒 失去 
感染 力 。 可 导致 传染 性 非典 型 肺炎 (severe/sudden 
acute respiratory syndrome ,SARS) 一 一 严重 急性 呼 
吸 综合 征 。 

SD 序列 (Shine-Dalgamo sequence): 存 在 于 原核 生物 起 
始 密码 子 AUG 上 游 7 ~ 12 个 核 苷 酸 处 的 一 种 4~ 7 个 
核 苷 酸 的 保守 片段 , 它 与 16S-rRNA 3' 端 反 向 互补 ,所 
以 可 将 mRNA 的 AUG 起 始 密码 子 置 于 核糖 体 的 适当 
位 置 以 便 起 始 翻译 作用 。 根 据 首次 识别 其 功能 意义 的 
科学 家 命名 。 

SNP (singje nucleotide polymorphism): 单 核 背 酸 多 态 性 , 指 
基因 组 DNA 序列 中 由 于 单个 核 苷 酸 (A.T.C 和 G) 
的 突变 而 引起 的 物种 多 态 性 。 

STS (sequence-tagged Site ,序列 标签 位 点 ):STS 是 基因 组 
中 任何 单 拷贝 的 短 DNA 序列 ,长 度 为 100 ~ 500 bp, 用 
于 绘制 基因 组 物理 图 。 

TAIL-PCR;: 该 技术 使 用 一 套 梨 式 (nested) 特异 引物 ,又 
称 T-DNA 边界 引物 (TR) 和 一 个 短 的 随机 简 并 引物 
(AD) 扩 增 T-DNA 插入 位 点 上 下 游 删 异 序 列 ,从 而 获得 
转基因 植物 插入 位 点 特异 性 分 子 证 据 。 

TATA 区 (TATA box): 在 真 核 生物 基因 中 位 于 转录 起 
始点 上 游 -25 -~-30bp 处 的 富 含 AT 的 保守 区 ,是 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 位 点 ,也 称 为 Hogness 区 
(Hogness box), 类 似 于 原核 基因 中 的 Pribnow 区 。 

T-DNA: 农 杆 菌 Ti(tumor inducing) 或 Ri(root inducing) 
质粒 中 的 一 段 DNA 序列 ,可 以 从 农 杆 菌 中 转移 并 稳定 
整合 到 植物 基因 组 中 ,是 植物 分 子 生物 学 中 广泛 应 用 
的 遗传 转化 载体 。 

Pp 因子 (pfactor): 是 一 个 相对 分 子 质量 为 2.0x 10’ 的 六 
聚 体 蛋白 , 它 能 水 解 各 种 核 苷 三 磷酸 ,是 一 种 NTP 酶 ， 
它 通过 催化 NTP 的 水 解 促使 新 生 RNA 链 从 三 元 转录 
复合 物 中 解 离 出 来 ,从 而 终止 转录 。 

6 因子 (sigma factor): 是 原核 生物 RNA 些 合 酶 全 酶 的 一 
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个 亚 基 , 是 聚合 酶 的 别 构 效 应 物 ,帮助 府 合 酶 专 一 性 识 
别 并 结合 模板 链 上 的 启动 子 , 起 始 基因 转录 。 


A 


痛 (cancer): 是 一 种 无 限制 向 外 周 扩散 ,浸润 现象 。 癌 症 
病人 的 主要 特征 是 发 病 组 织 或 器 官 的 细胞 生长 分 裂 失 
控 , 并 由 原 发 部 位 向 其 他 部 位 播 散 。 如 最 终 无 法 控制 
这 种 细胞 播 散 , 将 侵犯 要 害 器 官 并 引起 衰竭 ,最 后 导致 
有 机 体 死亡 。 

安慰 性 诱导 物 (gratuitous inducer): 指 的 是 与 转录 调控 中 
实际 诱导 物 相似 的 一 类 高 效 诱导 物 , 但 不 是 该 诱导 酶 
的 底 物 。 

氨 酸 -tRNA 合成 酶 (aminoacyl-tRNA synthetase): 是 一 类 
催化 氨基 酸 与 TRNA 相 结合 的 特异 性 酶 。 


B 


靶 标 鸟 枪法 (jirected shotgun): 用 稀有 限制 性 内 切 核 酸 酶 
先 将 待 测 基 因 组 降解 为 长 度 几 十 万 个 碱 基 对 的 片段 ， 
再 分 别 进行 测序 ,或 者 根据 染色 体 上 已 知 基因 或 遗传 
标签 的 位 置 来 确定 部 分 DNA 片段 的 排列 顺序 ,逐步 确 
定 各 片段 在 染色 体 上 的 相对 位 置 。 

摆动 假说 (wobble hypothesis):Crick 为 解释 反 密码 子 中 某 
些 稀有 成 分 (如 了 的 配对 以 及 许多 氨基 酸 有 2 个 以 
上 密码 子 的 问题 而 提出 的 假说 。 

编码 链 (coding strand): 指 DNA 双 链 中 与 mRNA 序列 ( 除 
TU 替换 外 ) 和 方向 相同 的 那 条 DNA 链 , 又 称 有 意义 
链 (sense strand)。 

病毒 痛 基 因 (v-onc): 一 些 病 毒 能 引发 癌症 ,原因 是 病毒 
基因 片段 进入 被 感染 者 基因 组 中 ,这 种 整合 最 终 导致 
被 感染 者 自身 基因 行为 发 生 改 变 而 出 现 细胞 痛 变 , 因 
此 ,将 这 种 可 以 引发 癌症 的 病毒 基因 片段 称 为 “病毒 
痛 基 因 "”。 

病毒 载体 : 对 病毒 基因 组 进行 改造 后 获得 的 适合 用 于 基 
因 治 疗 的 载体 ,主要 是 删除 病毒 的 致 病 基因 使 其 对 机 
体 没有 致 病 力 ,该 载体 应 能 携带 外 源 基 因 ,装配 成 病毒 
颗粒 并 介 导 外 源 基 因 的 转移 和 表达 。 


C 


操纵 子 (opermn): 是 指 原核 生物 中 由 一 个 或 多 个 相关 基因 
以 及 转录 翻译 调控 元 件 组 成 的 基因 表达 单元 。 

插入 序列 (insertional sequence,1S); 是 最 简单 的 转 座 子 ， 
是 细 苗 的 一 小 段 可 转 座 元 件 , 它 不 含有 任何 宿主 基因 
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而 常 被 称 为 插入 序列 ,它们 是 细菌 染色 体 或 质粒 DNA 
的 正常 组 成 部 分 。 

长 末端 重复 序列 (LTR): 是 反 转 录 病 毒 基因 组 两 端的 长 
末端 重复 (long terminal repeats), 不 编码 蛋白 质 ,但 含有 
启动 子 . 增 强 子 等 调控 成 分 ,病毒 基因 组 的 LTR 整合 
到 细胞 癌 基 因 邻 近 处 ,使 这 些 细胞 癌 基 因 在 LTR 强 启 
动 子 和 增强 子 的 作用 下 被 激活 ,将 正常 细胞 转化 为 肉 
瘤 细胞 . 

超 螺旋 (superhelix,supercoil): 双 螺 旋 DNA 进一步 扭曲 盘 
绕 所 形成 的 特定 空间 结构 ,是 DNA 高 级 结构 的 主要 形 
式 , 可 分 为 正 超 螺旋 与 负 超 螺旋 两 大 类 。 按 DNA 双 螺 
旋 的 相反 方向 暂 绕 而 成 的 超 螺旋 称 为 负 超 螺旋 ,所 有 
天 然 的 超 螺 旋 DNA 均 为 负 超 螺旋 。 反 之 则 称 为 正 超 
螺旋 。 

成 对 规则 基因 (pair-mule genes): 这 些 基因 一 般 以 两 个 体 
节 为 单位 相互 间 陋 一 个 副 体 节 表 达 , 其 分 布 具有 周期 
性 ,成 对 规则 基因 的 功能 是 把 间隙 基因 确定 的 区 域 进 
一 步 分 化 成 体 节 ,它们 表达 是 胚胎 出 现 分 节 的 最 早 标志 
之 一 ,它们 的 表达 模式 较为 独特 , 沿 前 - 后 轴 形 成 一 系 
列 斑 马 纹 状 的 条 带 分 布 ,正好 把 胚胎 分 为 预定 的 体 节 。 

春 化 作用 (vernalization): 低 温 处 理 可 促使 植物 开花 的 
现象 

从 头 合 成 型 甲 基 转 移 酶 :催化 未 甲 基 化 的 CpG 成 为 
mCpG, 它 不 需要 母 链 指导 ,但 速度 很 慢 , 是 导致 特异 基 
因 受 甲 基 化 调控 的 主要 因子 ,在 基因 表达 的 表 观 遗传 
学 研究 中 有 十 分 重要 的 地 位 。 

错 配 修复 (mismatch repair): 是 对 DNA 错 配 区 的 修复 。 
通过 母 链 甲 基 化 原则 找 出 区 分 母 链 与 子 链 从 而 修正 子 
链 上 错 配 的 碱 基 。 

错 义 突 变 (missense mutation): 由 于 结构 基因 中 某 个 核 苷 
酸 的 变化 使 一 种 氨基 酸 的 密码 变 成 另 一 种 氨基 酸 的 
密码 。 

重合 基因 (overlapping gene,nested gene): 具有 部 分 共用 
核 苷 酸 序列 的 基因 , 即 同一 段 DNA 携带 了 两 种 或 两 种 
以 上 不 同 蛋 白质 的 编码 信息 。 重 得 的 序列 可 以 是 调控 
基因 ,也 可 以 是 结构 基因 部 分 。 常 见于 病毒 和 叭 菌 体 
基因 组 中 。 

重组 修复 (Recombinant repair): 又 被 称 为 “复制 后 修复 "， 
它 发 生 在 DNA 复制 之 后 。 机 体 细 胞 对 在 复制 起 始 时 
尚未 修复 的 DNA 损伤 部 位 可 以 先 复 制 再 修复 , 即 先 
跳 过 该 损伤 部 位 ,在 新 合成 链 中 留 下 一 个 对 应 于 损伤 
序列 的 缺口 ,该 缺口 由 DNA 重组 酶 来 修复 : 先 从 同 源 
DNA 母 甸 上 将 相应 核 茬 酸 序 列 片段 移 至 子 链 缺 口 处 ， 
然后 再 用 新 合成 的 序列 补 上 和 母 链 空缺 。 大 肠 杆 菌 的 
me 基因 编码 主要 的 重组 修复 系统 


D 


代谢 物 阻 遏 效应 (catabolite repression); 有 和 葡萄糖 存 在 时 ， 
不 管 诱导 物 存在 与 否 , 操 纵 子 都 没有 转录 活性 ,结构 基 
因 都 不 表达 。 

单 倍 型 (haplotype): 是 指 位 于 染色 体 上 某 一 区 域 的 一 组 
相关 联 的 SNP 等 位 位 点 。 

单 核 苷 酸 变 体 (single nucleotide variant,SNV): 包括 单 核 
苷 酸 插入、 缺失 ,替换 的 序列 变 体 。 

单 核 苷 酸 多 态 性 (single nucleotide polymorphism,SNP): 指 
分 散 于 基因 组 中 的 单个 碱 基 的 差异 ,包括 单个 碱 基 的 
缺失 和 插 人 ,但 更 常见 的 是 单个 核 共 酸 的 替换 。 

单 顺 反 子 mRNA (monocistronic mRNA): 指 只 编码 一 个 绰 
白质 的 mRNA。 

蛋白 质 组 (proteome) 与 蛋白 质 组 学 (proteomics): 和 蛋白 质 
组 是 指 一 个 基因 组 所 表达 的 全 部 蛋白 质 ,而 蛋白 质 组 
学 则 是 指 在 蛋白 质 组 水 平 上 研究 蛋白 质 的 特征 ,包括 
蛋白 质 的 表达 水 平 . 翻 详 与 修饰 .蛋白质 - 蛋白 质 相互 
作用 等 ,并 由 此 获得 关于 疾病 发 生 ,发 展 及 细胞 代谢 等 
过 程 的 整体 认识 。 

等 位 位 点 :染色 体 DNA 同一 位 置 上 的 每 个 碱 基 类 型 叫做 

-个 等 位 位 点 。 

多 顺 反 子 信使 RNA(polycistronic messenger RNA): 一 种 
能 作为 两 种 或 多 种 多 肽 链 翻 译 模板 的 信使 RNA ,由 
DNA 链 上 的 邻近 顺 反 子 所 界定 。 
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二 组 分 调控 系统 {two-component regulatory system): 由 位 
于 细胞 质 模 上 的 传 感 蛋 白 ( 该 蛋白 常常 具有 激酶 活性 ) 
以 及 位 于 细胞 质 基质 中 的 应 答 调节 蛋白 组 成 。 传 感激 
酶 常 在 受到 膜 外 环境 信号 刺激 时 被 磷酸 化 ,并 将 其 磷 
酸 基 团 转移 到 应 答 调节 蛋白 上 ,使 该 磷酸 化 的 应 答 调 
节 和 蛋白 成 为 阻 明 或 诱导 慢 白 ,通过 对 操纵 子 的 阻 遇 或 
激活 作用 调控 下 游 基因 表达 。 
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翻译 (translation): 指 将 mRNA 链 上 的 核 苷 酸 从 一 个 特定 
的 起 始 位 点 开始 , 按 每 3 个 核 苷 酸 代表 一 个 氨基 酸 的 
原则 ,依次 合成 一 条 多 肘 链 的 过 程 。 

翻译 后 运转 机 制 (post-translational translocation): 蛋 白质 
从 核糖 体 上 释放 后 才 发 生 运转 。 

翻译 运转 同步 机 制 (co-tranalational translocation): 革 个 蛋 
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白质 的 合成 和 运转 是 同时 发 生 的 。 

反 式 作用 因子 (transacting factor): 是 指 能 够 结合 在 顺 式 
作用 元 件 上 调控 基因 表达 的 蛋白 质 或 者 RNAs。 

泛 素 蛋白 (ubiquitin); 含有 高 度 保守 的 76 个 氨基 酸 的 序 
列 , 它 以 商 基 基 团 连接 到 目标 蛋白 质 的 束 氨 酸 残 基 的 
位 氨基 上 ,其 主要 作用 是 起 始 蛋 白质 的 降解 。 

非 核 背 酸 型 反 转录 酶 抑制 剂 :该 类 化 合 物 可 与 病毒 的 反 
转录 酶 相 结合 .通过 限制 该 酶 的 移动 性 而 影响 它 的 活 
性 ,终止 病毒 DNA 的 合成 。 

非 组 蛋 自 :是 染色 体 中 除了 组 蛋白 之 外 的 结构 蛋白 。 

分 子 伴侣 (molecular chaperone): 是 细胞 中 一 类 能 够 识别 
并 结合 到 不 完全 折 苔 或 装配 的 蛋白 质 上 以 帮助 这 些 多 
肽 正确 折 有 个 转运 或 防止 它们 聚集 的 蛋白 质 , 其 本 身 不 
参与 最 终 产 物 的 形成 。 

负 控 诱导 :是 原核 生物 转录 调控 的 一 种 方式 , 当 阻 过 人 蛋白 
不 与 效应 物 (诱导 物 ) 结 合 时 ,结构 基因 不 转录 。 

负 控 阻 遇 : 蚌 原核 生物 转录 调控 的 一 种 方式 , 当 阻 过 蛋白 
与 效应 物 (诱导 物 ) 结 合 时 ,结构 基因 不 转录 。 

复制 丸 (replication fork): 复 制 时 , 双 链 DNA 要 解 开 成 两 
股 链 分 别 进行 DNA 合成 ,所 以 ,复制 起 点 呈 叉 子 形式 ， 
被 称 为 复制 又 。 

复制 起 点 (replication origin): 是 DNA 链 上 独特 的 具有 起 
始 DNA 复制 功能 的 碱 基 顺 序 。 大 肠 杆菌 的 复制 起 点 
包括 oriC 和 oniH,oriC 是 首选 的 复制 起 点 ,而 or 是 
在 RNaseH 缺失 突变 株 中 发 现 的 一 系列 复制 起 点 。 

复制 子 (replicon): 单 独 复制 的 一 个 DNA 单元 被 称 为 一 个 
复制 子 , 它 是 一 个 可 移动 的 单位 。 一 个 复制 子 在 任何 一 
个 细胞 周期 只 复制 一 次 。 
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干扰 小 核糖 核酸 (siRNA ,short interfering RNAs): 是 长 度 
为 21 ~ 25 个 核 苷 酸 的 双 链 小 分 子 RNA, 它 是 引发 转 
录 后 基因 沉默 中 序列 特异 性 的 RNA 降解 的 重要 中 间 
媒介 。siRNA 具有 5' 端 磷酸 基 和 3' 端 羟基 ,两 条 链 
的 3' 端 各 有 两 个 右 基 突出 于 末端 。 在 转录 后 沉默 和 
RNAi 的 过 程 中 ,siRNA 作为 识别 目标 基因 的 引导 物 。 

冈 崎 片段 (Okazaki fragment): 是 在 DNA 半 不 连续 复制 中 
产生 的 长 度 为 1 000 ~ 2 000 个 碱 基 的 短 的 DNA 片段 ， 
能 被 连接 形成 一 条 完整 的 DNA 链 。 

高 速 泳 动 族 蛋 白 (high mobility group protein, HMG 蛋白 ): 
是 一 类 能 用 低 盐 溶液 抽 提 、 能 深 于 2% 三 氧 乙 酸 , 相 
对 分 子 质量 在 3.0x 10' 以 下 的 非 组 蛋白 。 因 其 相对 
分 于 质量 小 、 在 凝 胶 电 泳 中 迁移 速率 快 而 得 名 。 分 
为 HMG1 和 HMG2 两 大 类 。 这 类 蛋白 的 特点 是 能 与 
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DNA 结合 ,也 能 与 H, 作用 ,但 与 DNA 的 结合 并 不 牢 
固 , 可 能 与 DNA 的 超 螺旋 结构 有 关 , 在 DNA 复制 和 重 
组 中 起 重要 作用 。 

共 线 (synteny): 即 相关 物种 的 基因 组 在 染色 体 水 平 上 出 
现 的 同 源 现象 。 

管家 基因 (housekeeping gene): 在 个 体 的 所 有 细胞 中 持续 
表达 的 基因 。 

光 周 期 现象 (photoperiodism): 指 一 日 之 内 昼夜 长 度 的 相 
对 变化 ,也 即日 长 ,植物 通过 感受 入 夜 长 短 变化 而 控制 
开花 的 现象 即 光 周期 现象 。 
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核定 位 序列 (nuclear localization sequence,NLS): 蛋 白 
质 中 的 一 个 常见 的 结构 域 ,通常 为 一 短 的 氨基 酸 序列 ， 
它 能 与 人 核 载体 相互 作用 ,将 蛋白 质 运 进 细胞 核 内 。 

核 背 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 :其 结构 与 脱 氟 核 苷 酸 类 似 ,多 
为 双 脱 氧 核 苷 衍生 物 ,可 与 细胞 内 自由 核 苷 竞争 性 地 结 
合 反 转 录 酶 ,终止 反 转 录 反 应 ,使 病毒 DNA 的 合成 受阻 。 

核 酶 (ribozyme): 是 一 类 具有 催化 活性 的 RNA 分 子 , 通 过 
催化 破位 点 RNA 链 中 磷酸 二 酯 键 的 断裂 ,特异 性 地 前 
切 底 物 RNA 分 子 , 从 而 阻 断 基因 的 表达 。 

核糖 开关 (riboswitch): 基因 转录 单位 上 的 一 段 具 有 复杂 
结构 的 RNA 序列 ,能 够 感受 细胞 内 诸如 代谢 物 浓度 、 
离子 浓度 ,温度 等 的 变化 而 改变 自身 的 二 级 结构 和 调 
控 功 能 ,从 而 改变 基因 的 表达 状态 。 

核 小 体 (nucleosome): 是 染色 质 的 基本 结构 单位 ,由 大 约 
200 bp 的 DNA 和 组 蛋白 八 聚 体 所 组 成 。 

核心 启动 子 (core promoter): 是 指 保 证 RNA 聚合 酶 上 转录 
正常 起 始 所 必需 的 、 最 少 的 DNA 序列 ,包括 转录 起 始 
位 点 及 转录 起 始 位 点 上 游 -25 ~ -30 bp 处 的 TATA 区 。 

后 随 链 ,滞后 链 (lagging strand): 在 DNA 复制 过 程 中 ,与 
复制 丸 运 动 方向 相反 的 ,不 连续 延伸 的 DNA 链 。 


基因 (gene): 产生 一 条 多 肽 链 或 功能 RNA 所 需 的 全 部 核 
苷 酸 序列 。 它 包括 编码 区 和 其 上 下 游 区 域 ,以 及 在 编 
码 片段 间 ( 外 显 子 ) 的 间断 切割 序列 (内 含 子 )。 

基因 表达 (gene expression): 基 因 经 过 转录 .翻译 ,产生 具 
有 特异 生物 学 功能 的 蛋白 质 分 子 或 RNA 分 子 的 过 程 。 

基因 表达 的 表 观 遗传 调控 : 指 在 真 核 生 物 中 ,发 生 在 转录 
之 前 的 ,染色 质 水 平 上 的 结构 调整 , 主要 包括 DNA 修 
饰 (DNA 甲 基 化 ) 和 组 蛋白 修饰 (组 蛋白 乙 栈 化 . 甲 基 
化 ) 两 个 方面 。 
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基因 表达 的 空间 特异 性 (spatial specificity): 又 称 细 胞 或 
组 织 特 异性 (eell or tissue specificity), 是 指 在 个 体 生长 
过 程 中 , 某 种 基因 产物 按 不 同 组 织 空间 顺序 出 现 。 

基因 表达 的 时 间 特 异性 (temporal specificity); 即 按 功 能 需 
要 , 某 一 特定 基因 的 表达 严格 按 特定 的 时 间 顺 序 发 生 。 

基因 表达 调控 (gene regulation): 所 有 生物 的 遗传 信息 ,都 
是 以 基因 的 形式 储存 在 细胞 内 的 DNA( 或 RNA) 分 子 
中 , 随 着 个 体 的 发 育 ,DNA 分 子 能 有 序 地 将 其 所 承载 
的 遗传 信息 ,通过 密码 子 - 反 密 码 子 系统 ,转变 成 蛋白 
质 分 子 , 执 行 各 种 生理 生化 功能 。 这 个 从 DNA 到 蛋白 
质 的 过 程 被 称 为 基因 表达 ,对 这 个 过 程 的 调节 就 称 为 
基因 表达 调控 。 

基因 捕获 (gene trapping): 是 检测 动 .植物 细胞 中 基因 表 
达 和 基因 功能 的 手段 。 向 某 个 基因 组 中 系统 性 随机 导 
入 带 有 报告 基因 的 DNA 片段 ,就 可 能 在 破坏 靶 基 因 功 
能 (获得 新 的 表 型 ) 的 同时 ,了 解 革 基因 的 表达 模式 , 确 
定 被 破坏 基因 的 位 置 ,为 进一步 克隆 靶 基 因 英 定 物 质 
基础 。 

基因 沉默 (RNA 沉默 ,RNA silencing): 是 指 真 核 生 物 中 由 
双 链 RNA 诱导 的 识别 和 清除 细胞 中 非 正 常 RNA 的 一 
种 机 制 。 通 常情 况 下 基因 沉默 可 以 分 为 转录 水 平 基因 
沉默 (transcriptional gene silencing) 和 转录 后 基因 沉默 
(post-transcriptional gene silencing), 

基因 定点 突变 (site-directed mutagenesis): 向 靶 DNA 片段 
中 引信 所 需 的 变化 ,包括 碱 基 的 添加 、 删 除 或 改变 ,是 
分 子 生物 学 研究 中 一 种 非常 有 用 的 手段 。 

基因 家 族 (gene family): 在 基因 组 进化 中 ,一 个 基因 通过 基 
因 重复 产生 了 两 个 或 更 多 的 拷贝 ,这 些 基 因 即 构成 一 个 
基因 家 族 ,是 具有 显著 相似 性 的 一 组 基因 ,编码 相似 的 
蛋白 质 产物 。 真 核 细 胞 中 许多 相关 的 基因 常 按 功能 成 
赛 组 合 。 

基因 克隆 (gene cloning) 与 基因 工程 (genetic engineering): 
在 分 子 生物 学 上 ,人 们 把 将 外 源 DNA 插入 具有 复制 能 
力 的 载体 DNA 中 , 转 人 宿主 细胞 使 之 得 以 永久 保存 
和 复制 这 种 过 程 称 为 基因 克 降 。 基 因 工 程 或 重组 DNA 
技术 则 侧重 于 验证 上 述 过 程 所 获得 遗传 物质 新 组 合 在 宿 
主 细胞 内 的 表达 与 功能 鉴定 。 

基因 领域 效应 : 当 两 个 基因 相距 太 近 时 ,往往 不 易 形成 
有 利于 高 效 转录 的 空间 结构 。 因 此 ,基因 与 基因 之 间 
的 间隔 距离 被 定义 为 "基因 领域 "。 同 一 DNA 链 上 两 
个 具有 相同 转录 方向 的 基因 间隔 小 于 一 定 长 度 时 , 影 
响 有 效 转录 所 必需 的 染色 质 结构 的 形成 ,从 而 使 这 两 
个 基因 中 的 一 个 或 两 个 均 不 能 转录 或 转录 活性 显著 降 
低 , 即 产生 了 所 谓 的 “基因 领域 效应 ”。 

基因 敲 除 (gene knock-out); 针 对 一 个 序列 已 知 但 功能 未 


知 的 基因 ,从 DNA 水 平 上 设计 实验 ,彻底 破坏 该 基因 
的 功能 或 消除 其 表达 机 制 ,从 而 推测 该 基因 的 生物 
学 功能 。 

基因 文库 (cDNA 或 genomic DNA libraries); 是 某 一 生 
物体 全 部 或 部 分 基因 的 集合 。 将 某 个 生物 的 基因 组 
DNA 或 cDNA 片段 与 适当 载体 在 体外 重组 后 ,转化 宿 
主 细胞 ,所 得 的 菌落 或 喀 菌 体 的 集合 即 为 该 生物 的 基 
因 文 库 。 

基因 型 (genotype) 与 基因 分 型 (genotyping): 除 性 染色 体 
外 ,人 类 细胞 内 的 染色 体 都 有 两 份 ,因此 ,一 个 人 所 拥 
有 的 一 对 等 位 位 点 的 类 型 被 称 作 基因 型 。 事 实 上 , 基 
因 型 也 可 以 泛 指 同一 基因 座位 上 多 个 等 位 位 点 的 类 
型 。 确 定 某 个 体 基 因 型 的 实验 就 称 为 基因 分 型 。 

基因 治疗 :是 将 具有 治疗 价值 的 基因 , 即 “ 治 疗 基因 " 装 
配 于 带 有 在 人 体 细胞 中 表达 所 必 备 元 件 的 载体 中 , 导 
入 人 体 细胞 ,通过 靶 基 因 的 表达 来 治疗 遗传 疾病 。 基 
因 治 疗 是 从 根本 上 治疗 遗传 病 的 唯一 途径 。 目 前 科学 
界 关注 的 主要 问题 是 基因 治疗 的 有 效 性 .安全 性 和 质 
量 可 控 性 。 

基因 组 (genome): 一 个 细胞 或 病毒 所 携带 的 全 部 遗传 信 
息 或 整套 基因 ,包括 每 一 条 染色 体 和 所 有 亚 细 胞 器 的 
DNA 序列 信息 。 

基因 组 学 (Genomics): 着 眼 于 研究 并 解析 生物 体 整 个 基 
因 组 的 所 有 遗传 信息 的 学 科 。 

间隙 基因 (gap genes): 这 类 基因 包括 hunchback (hb)、 
Kriippel 和 Knirps (km) 等 ,这 些 基 因 的 表达 很 有 特点 ， 
最 初 在 整个 胚胎 中 都 有 很 弱 的 表达 ,以 后 随 着 卵 裂 的 
进行 而 逐渐 变 转 成 一 些 不 连续 的 表达 区 带 。 

酵母 人 工人 染色体 (yeast artificial chromosome,YAC): 含 有 
3 种 必需 成 分 :着 丝 粒 、. 端 粒 和 复制 起 点 ,是 迄今 容量 
最 大 的 克 降 载体 ,插入 片段 平均 长 度 为 200 - 1 000 kb， 
最 大 的 可 以 达到 2 Mb。 

解 链 温度 (melting temperature,T.); 核酸 在 260 nm 的 吸 
光度 增加 到 最 大 值 一 半 时 的 温度 称 为 DNA 的 熔点 ,用 
T. 表示 , 它 是 DNA 的 一 个 重要 的 特征 常数 - 

聚合 酶 链 式 反应 (polymerase chain reaction, PCR): 是 指 通 
过 模拟 体内 DNA 复制 方式 在 体外 选择 性 地 将 DNA 
某 个 特定 区 域 扩 增 出 来 的 技术 。 
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开花 素 (florigen): 当 植物 叶片 感受 到 适当 的 日 照 长 度 ,会 
形成 一 种 物质 ,该 物质 可 以 进行 长 距离 运输 ,传导 到 项 
芽 分 生 组 织 后 引起 开花 ,研究 发 现 为 FT 蛋白 。 

抗体 (Antibody): 由 B 淋巴 细胞 合成 的 免疫 球 蛋 白 , 能 够 
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识别 抗原 上 的 特定 位 点 。 

抗原 (antigen): 能 够 诱导 免疫 系统 发 生 免疫 应 答 , 并 能 在 
体内 外 与 所 产生 的 抗体 发 生 特异 性 反应 的 物质 。 

抗 终止 因子 (anti-termination factor); 能 够 在 特定 位 点 阻 
止 转录 终止 的 一 类 和 蛋白质 ， 它 们 能 与 RNA 聚合 酶 结 
合 ,帮助 RNA 聚合 酶 越过 具有 等 - 环 结构 的 终止 子 继 
续 转 录 目 标 RNA。 

可 读 框 ,可 译 框 (open reading frame,ORF): 是 指 一 组 连续 
的 含有 三 联 密码 子 的 能 够 翻译 成 为 多 有 芍 链 的 DNA 序 
列 。 它 由 起 始 密码 子 开始 ,到 终止 密码 子 结束 。 
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厘 靡 (centiMorgan,eM): 表 示 遗 传 连锁 分 析 中 重组 频率 的 
单位 ,cM 值 越 大 ,表明 两 者 之 间距 离 越 远 。 

临界 日 长 (critical daylengths); 是 区 别 长 日 照 或 短 日 照 的 
日 照 长 度 的 标准 , 指 展 夜 周期 中 能 诱导 植物 开花 所 需 
的 最 低 或 最 高 的 极限 日 照 长 度 。 

办 性 (whorl): 金 鱼 草 . 拟 南 并 等 植物 的 花 都 由 4 种 类 型 的 
花 器 官 组 成 , 花 器 官 排列 成 向 心 的 圆 环 形 。 
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孟 德 尔 (Gregor Mendor): 奥 地 利 修道 士 ,经 典 遗 传 学 创始 
人 ,他 的 豌豆 杂交 试验 可 能 是 遗传 学 历史 上 最 具有 传奇 
色彩 并 且 最 引 人 人 胜 的 研究 成 果 , 是 遗传 学 的 葛 基 石 - 

密码 的 简 并 (degeneracy): 由 一 种 以 上 密码 子 编码 同一 个 
氨基 酸 的 现象 ,对 应 于 同一 氨基 酸 的 密码 子 称 为 同 义 
密码 子 (synonymous codon)。 

免疫 共 沉 淀 (co-immunoprecipitation,CO-IP): 当 细 胞 在 
非 变 性 条 件 下 被 裂解 时 ,完整 细胞 内 存在 的 许多 蛋白 
质 - 蛋白 质 间 的 相互 作用 被 保留 下 来 。 如 果 用 蛋白 质 
X 的 抗体 免疫 沉淀 X, 那 么 在 体内 与 X 结合 的 蛋白 质 
Y 也 能 被 沉淀 下 来 。 

模板 链 (template strand): 指 DNA 双 链 中 能 作为 转录 模板 
通过 碱 基 互 补 原则 指导 mRNA 前 体 合成 的 DNA 链 ， 
又 称 反 义 链 (antisense strand)。 

摩尔 根 (Thomas Morgan): 美 国 著名 的 遗传 学 家 ,研究 果 蝇 
的 可 遗传 突变 机 制 ,首次 提出 "基因 学 说 "。 

魔 斑 核 苷 本 (magic spot nucleotido): 受 严 紧 控 制 的 细菌 生 
长 过 程 中 一 旦 缺乏 氨基 酸 供应 ,细菌 会 产生 一 个 应 急 
反应 ,使 绰 白 质 和 RNA 的 合成 速率 迅速 降下 来 。 魔 斑 
核 苷 酸 指 的 就 是 此 过 程 中 由 大 量 GTP 合成 的 鸟 苷 四 
磷酸 (ppGpp) 和 鸟 苷 五 磷酸 (pppGpp), 它 们 的 主要 作 
用 可 能 是 影响 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 的 专 一 性 , 诱 
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发 应 急 反 应 ,帮助 细菌 渡 过 难关 

母 源 效应 基因 ( maternal effect gene): 是 指 那些 由 母 源 抚育 
细胞 及 滤 泡 细胞 (follicle cell) 等 利用 自身 的 基因 和 细 
胞 资源 提供 遗传 信息 和 营养 物质 ,然后 输 和 人 到 卵 母 纲 
胞 中 的 基因 。 
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内 含 子 (intron): 是 一 个 基因 中 非 编码 DNA 片段 , 它 分 开 
相 邻 的 外 显 子 。 内 含 子 是 阻 断 基因 线性 表达 的 序列 。 

内 含 子 的 变 位 剪接 :在 高 等 真 核 牛 物 中 ,内 合子 通常 是 有 
序 或 组 成 性 地 从 mRNA 前 体 中 被 剪接 。 然 而 ,在 个 体 
发 育 或 细胞 分 化 的 某 个 或 某 些 特定 阶段 可 以 有 选择 性 
地 越过 某 些 外 显 子 或 某 个 剪接 点 进行 RNA 剪接 ,产生 
出 组 织 或 发 育 阶段 特异 性 mRNA , 称 为 内 含 子 的 变 位 
剪接 。 

凝 胶 涪 组 实验 (DNA mobility shift assay ,EMSA): 是 一 种 检 
测 蛋 白质 和 DNA 序列 相互 结合 的 技术 ,其 基本 原理 是 
蛋白 质 可 以 与 末端 标 记 的 核酸 探 针 结合 ,电泳 时 这 种 
复合 物 比 没有 蛋白 结合 的 探 针 在 凝 胶 中 泳 动 速率 慢 ， 
表现 为 相对 滞后 。 该 方法 可 用 于 检测 DNA 结合 蛋白 、 
RNA 结合 蛋白 ,并 可 通过 加 入 特异 性 的 抗体 来 检测 特 
定 的 蛋白 质 。 
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起 始 tRNA: 是 指 能 特异 地 识别 mRNA 模板 上 起 始 密码 子 
的 tRNA。 

前 导 链 (leading strand): 在 DNA 复制 过 程 中 ,与 复制 又 运动 
方向 相同 ,以 $ 一 3' 方向 连续 合成 的 链 被 称 为 前 导 链 。 
切除 修复 (excision repair):DNA 损伤 的 一 种 修复 机 制 , 直 
接 切 除 受 损伤 的 一 条 DNA 片段 ,以 其 互补 链 为 模板 新 

合成 DNA 来 取代 切除 的 受 损 片段 。 

禽 流感 病毒 H5N1 型 :A 型 流感 病毒 根据 其 表面 血 凝 素 
(H) 和 神经 氨 酸 酶 (N) 结 构 的 不 同 可 分 为 许多 亚 型 : 血 
凝 案 (H) 有 15 个 亚 型 (H1 ~ H15), 神 经 氨 酸 酵 (N) 有 
9 个 亚 型 (N1 ~ N9), 它 们 之 间 的 不 同 组 合 ,使 A 型 流感 
病毒 出 现 许多 亚 型 (如 HIN1、H2N2、H5N12 等 ), 理 论 

上 可 产生 135 种 不 隔 的 病毒 亚 型 ,各 亚 型 之 问 无 交互 
免疫 力 。 禽 流感 病毒 H5N1 即 具 有 第 5 亚 型 血 凝 素 (H) 
和 第 1 亚 型 神经 氨 酸 酶 (N) 的 流感 病毒 。 

禽 流 行 性 感冒 (avian influcnza ,AI): 简 称 贪 流 感 ,又 名 真 
鸡 这 、 欧 洲 鸡 癌 、 鸡 疫 等 ,是 由 A 型 流感 病毒 (avian 
influenza virus, AIV) 引起 的 呼吸 系统 病变 直到 爹 身 败 
血 症 的 一 种 高 度 急性 传染 病 。 鸡 . 火 鸡 , 鸭 等 家 禽 及 是 
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鸟 均 可 被 感染 。 离 流感 病毒 还 是 人 流感 病毒 株 形 成 的 
最 大 的 基因 库 来 源 。 禽 流感 也 可 直接 感染 人 ,对 人 类 
的 公共 卫生 也 造成 了 相当 大 的 危害 。 

全 基因 组 乌 枪 法 测序 (whole genome shotgun sequencing): 
随机 打 断 基因 组 序列 克隆 扩 增 后 各 自 测序 ,最 后 进行 
序列 拼接 的 策略 - 
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染色 体 构 象 捕 获 (chromosome conformation capture): 
用 于 鉴定 DNA 分 子 内 或 分 子 间 长 程 相互 作用 的 技术 。 

人 类 基因 组 计划 (Human Genome Project,HGP): 致力 于 
测定 人 类 单 倍 体 染 色 体 组 中 约 30 亿 碱 基 对 序列 ,解析 
人 类 基因 组 中 携带 的 有 关 人 类 个 体 生 长 发 育 . 生 老 病 
死 的 全 部 遗传 信息 。 

人 免疫 缺损 病毒 (HIV): 俗 称 艾 滋 病 毒 (AIDS), 是 一 种 能 
生存 于 人 的 血液 中 并 攻击 人 体 免疫 系统 的 病毒 ,主要 
攻击 人 体 免疫 系统 中 重要 的 T4 淋巴 细胞 , 大量 吞 叭 、 
破坏 T4 淋巴 细胞 ,从 而 使 得 整个 人 体 免疫 系统 遭 到 破 
坏 , 最 终 因 丧失 对 各 种 疾病 的 抵抗 能 力 而 死亡 。 

人 禽 流 感 :又 称 人 禽 流 行 性 感 叶 ,是 由 离 甲 型 流感 病毒 某 
些 亚 型 中 的 毒 株 引起 的 急性 呼吸 道 传染 病 。 

日 常 型 甲 基 转 移 酶 : 主要 在 甲 基 化 母 链 ( 模 板 链 ) 指导 下 
使 处 于 半 甲 基 化 的 DNA 双 链 分 子 上 与 甲 基 胞 里 啶 相 
对 应 的 胞 喀 啶 甲 基 化 。 

弱化 子 (attenuator): 是 指 原核 生物 操纵 子 中 能 显著 碱 弱 
甚至 终止 转录 作用 的 一 段 核 苷 酸 序 列 , 该 区 域 能 形成 
不 同 的 二 级 结构 ,利用 原核 生物 转录 与 翻译 的 偶 联 机 
制 对 转录 进行 调节 。 
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上 游 启 动 子 元 件 (upstream promoter element,UPE): 将 
TATA 区 上 游 的 保守 序列 称 为 上 游 启 动 子 元 件 或 称 上 
游 激 活 序 列 (upstream activating sequence,UAS), 包括 
通常 位 于 -70 bp 附近 的 CAAT 区 (CCAAT) 和 GCC 区 
(GGGCGG) 等 ,能 通过 TFTD 复合 物 调节 转录 起 始 的 
频率 ,提高 转录 效率 。 

神经 氨 酸 酶 (neuraminidasec,NA): 一 种 楼 苷 外 切 酶 ,是 禽 
流感 病毒 表面 上 的 两 种 主要 糖 蛋白 之 一 ,可 从 a- 糖苷 
键 上 除去 唾液 酸 残 基 , 对 病毒 的 释放 及 病毒 在 感染 细 
胞 周围 的 扩散 能 力 有 很 大 影响 。 此 外 ,神经 氨 酸 酶 也 
是 禽 流 感 病毒 中 的 重要 抗原 , 它 的 高 突变 频率 也 是 禽 
流感 病毒 较 难 防治 的 原因 之 一 。 

噬菌体 (hacteriophage); 是 感染 细菌 的 病毒 。 烈 性 噬菌体 


的 感 巢 最 终 导 致 宿主 细胞 裂解 ,而 温和 型 鸣 菌 体 则 能 
将 DNA 整合 到 宿主 细胞 染色 体 上 ,从 而 对 宿主 造成 较 
为 长 期 的 影响 。 在 特定 条 件 下 两 者 可 以 转换 。 

只 菌 体 展示 技术 (phage display): 将 编码 "诱饵 " 的 DNA 
片段 插 人 噬菌体 基因 组 ,并 使 之 与 喉 菌 体外 壳 蛋 白 纺 
码 基 因 或 其 他 结构 基因 相 融 合 ,用 该 重组 噬菌体 侵 杂 
宿主 细菌 ,复制 形成 大 量 带 有 杂 合 外 这 蛋白 (或 其 他 结 
构 蛋 白 ) 的 噬菌体 颗粒 ,捕获 cDNA 表达 文库 中 与 “ 诱 
人 饵 " 相互 作用 的 蛋白 质 。 

双向 复制 (bidirectional replication):DNA 复制 时 ,以 复制 
起 始点 为 中 心 ,向 两 个 方向 进行 的 复制 。 

顺 反 子 (eistron): 功能 基因 , 意 为 通过 顺 式 (基因 序列 ) 及 
反 式 (所 编码 的 蛋白 质 减 验 所 确定 的 一 个 遗传 学 单位 。 

顺 式 作用 元 件 (cjs-acting element); 是 指 启动 子 (promoter) 
和 基因 的 调节 序列 ,主要 包括 启动 子 , 增 强 子 (enhancer) 
和 沉默 子 (silencer) 等 。 
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肽 基 - tRNA(peptidy - tRNA): 指 在 蛋白 质 生 物 合 成 
过 程 中 ,在 肽 键 合 成 之 后 ,连接 在 新 生 肽 链 上 的 :RNA 
分 子 。 

肤 基 转移 酶 (peptidyl transferase): 蛋 白质 合成 过 程 中 的 一 
种 酶 , 它 催 化 正在 延伸 的 多 肽 链 与 下 一 个 气 基 酸 之 问 
形成 肽 键 。 

套 索 RNA (lariat RNA): 真 核 生 物 前 体 mRNA 进行 内 含 
子 剪 接 时 ,内 含 子 4 端 和 3' 端 相互 连接 而 形成 的 中 
间 体 。 

体 节 极 化 基因 (segmental polarity genes): 发 育 到 细胞 冲 胚 期 
时 , 体 节 极 化 基因 就 把 不 同体 节 再 进一步 划分 成 更 小 
的 条 纹 , 当 果 蝇 体 节 极 化 基因 发 生 突变 时 ,每 个 体 节 都 
会 缺失 一 个 特定 的 区 域 。 

同 工 tRNA{(ceognate tRNA): 指 几 个 代表 相同 氨基 酸 、 能 够 
被 一 个 特殊 的 氨 酰 - tRNA 合成 酶 识别 的 tRNA。 

同 义 突变 (synonymous mutation): 是 指 碱 基 的 改变 不 引起 
氨基 酸 改变 的 突变 。 

同 源 异形 基因 (homeotic gene): 最终 决定 饮 体 体 节 命运 ， 
躯体 的 部 分 最 终 是 发 育成 为 无 运 的 前 胸 还 是 有 却 的 中 
胸 , 是 有 平衡 器 的 后 胸 还 是 腹部 的 体 节 , 都 是 由 辣 源 异 
形 基因 决定 的 。 

图 位 克隆 法 :是 分 离 未 知性 状 目的 基因 的 方法 。 首 先 通 
过 构建 遗传 连锁 图 ,将 目的 基因 定位 到 某 个 染色 体 的 
特定 位 点 ,并 在 其 两 侧 确定 紧密 连锁 的 分 子 标记 。 再 
通过 对 不 同 生态 型 个 体 的 大 量 限制 性 内 切 核酸 酶 和 杂 
交 探 针 的 分 析 , 找 出 与 目的 基因 中 离 最 近 的 分 于 标记 ， 
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通过 染色 体 步 移 技术 将 位 于 这 两 个 标记 之 则 的 基因 片 
段 分 离 并 克隆 出 来 。 最 后 ,根据 基因 功能 互补 原理 鉴 
定 目 的 基 内 。 
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外 显 子 (exon): 是 真 核 生物 基因 的 一 部 分 , 它 在 剪接 
splicing) 后 仍 会 被 保存 下 来 ,并 可 在 蛋白 质 生物 合成 过 
程 中 被 表达 为 蛋白 质 。 

卫星 DNA(satellite DNA): 又 称 随 体 DNA。 真 核 细胞 
DNA 的 一 部 分 是 不 被 转录 的 异 妇 色 质 成 分 ,其 碱 基 组 
成 与 主体 DNA 不 同 ,因而 可 用 密度 梯度 沉降 平衡 技术 
如 和 握 化 钨 梯度 离心 将 它 与 主体 DNA 分 离 。 卫 星 DNA 
通常 是 高 度 串联 重复 的 DNA。 

无 义 突变 (nonsense mutation): 在 DNA 序列 中 任何 导致 
编码 氨基 酸 的 三 联 密码 子 转 变 为 终止 密码 子 (UAG、 
UGA .UAA) 的 突变 , 它 使 蛋白 质 合成 提前 终止 ,合成 无 
功能 的 或 无 意义 的 多 肽 。 

物理 图 (physical map): 是 指 以 已 知 核 苷 酸 序列 的 DNA 片 
段 (序列 标签 位 点 ,sequence-tagged site,STS) 为 “路 标 ”， 
以 碱 基 对 (bp kh.Mb) 作为 基本 测量 单位 (图 距 ) 的 基 
因 组 图 。 
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系统 生物 学 :是 研究 一 个 生物 系统 中 所 有 组 成 成 分 ( 基 
因 、mRNA .蛋白质 等 ) 的 变化 规律 以 及 在 特定 遗传 或 
环境 条 件 下 相互 关系 的 学 科 。 系 统 生物 学 研究 通过 整 
合 各 组 分 的 信息 ,以 图 画 或 数学 方式 建立 能 描述 系统 
结构 和 行为 的 模型 。 

细胞 转化 基因 (c-onc); 即 被 激活 的 原 癌 基 因 , 能 够 转化 
NTH/3T3 成 纤维 细胞 或 其 他 厅 细 胞 成 为 肿 癣 细胞 的 基 
因 , 也 称 癌 基 因 (oncogene)。 

细菌 人 工 染色 体 (bacteria artificial chromosome,BAC): 主 
要 包括 oriS、repE (控制 F 质粒 复制 ) 和 pard 、parB( 控 
制 拷贝 数 ) 等 成 分 ,其 克隆 能 力 在 125 ~ 150 kb。 

细菌 转化 (transformation): 蚌 指 一 种 细菌 菌株 由 于 捕获 了 
来 自 另 一 种 供 体 菌 株 的 DNA 而 导致 性 状 特征 发 生 遗 
传 改变 的 过 程 。 

校对 (proofreading): 在 复制 .转录 或 翻译 过 程 中 校正 错误 
的 机 制 ,包括 从 正在 伸 长 的 核酸 或 蛋白 质 链 中 去 除 不 
正确 扒 和 的 核 苷 酸 或 氨基 酸 ,并 以 正确 的 单元 取代 。 

信和 号 识别 蛋 自 (signal recognition protein,SRP): 由 6 种 紧 
密 结 合 的 信号 识别 蛋白 质 与 一 个 长 约 300 核 萌 酸 的 
7S RNA 分 子 形成 的 核糖 核 但 白 糯 粒 ,能 识别 核糖 体 上 
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新 合成 多 肽 链 的 前 导 序列 并 与 其 结合 ,将 核糖 体 ,新 合 
成 肽 链 及 信和 号 识别 颗粒 导向 内 质 网 ,使 肽 链 的 翻译 及 
转运 同时 进行 。 

信号 肽 (signal peptide): 在 起 始 密 码 子 后 ,有 一 段 编码 蚊 
水 性 氨基 酸 序列 的 RNA 区 域 , 该 氨基 酸 序列 就 被 称 为 
信号 肽 序列 , 它 负责 把 蛋白 质 导 引 到 细胞 含 不 同 膜 结 
构 的 亚 细 胞 器 内 。 

血 凝 素 : 即 红血球 凝聚 素 , 是 流感 病毒 表面 的 一 类 和 蛋白 
质 , 病 毒 依靠 它 与 宿主 细胞 表面 相 结合 ,具有 很 高 的 突 
变 率 ,使 病毒 能 逃避 宿主 的 免疫 系统 并 具有 抗 药性 。 
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阳离子 多 聚 体 : 是 一 种 表面 具有 带 正 电荷 的 氨基 基 团 的 
多 聚 体 ,氨基 基 团 可 与 DNA 的 磷酸 基 团结 合 发 生 电 性 
中 和 ,将 DNA 吸附 而 使 其 不 易 被 核酸 酶 降解 ,并 可 防 
止 沉淀 ,从 而 提高 转 染 效率 。 

野生 型 和 突变 型 (wild-type and mutant); 生 物 学 上 把 所 研 
究 的 基因 位 点 未 发 生 改变 的 生物 个 体 称 为 野生 型 ,把 
所 研究 的 基因 位 点 发 生 遗 传 突变 的 生物 个 体 称 为 突变 
型 。 因 此 ,野生 型 和 突变 型 是 相对 的 ,甚至 可 能 根据 所 
研究 目的 基因 的 不 同 而 发 生 转换 。 

移 码 突变 (frameshift mutation): 指 一 种 突变 ,其 结果 可 导 
致 核 背 酸 序 列 与 相对 应 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 之 间 的 正 
常 关 系 发 生 改 变 。 移 码 突变 是 由 删 去 或 插 人 一 个 核 苷 
酸 的 "点 突变 "构成 的 ,突变 位 点 之 前 的 密码 子 不 发 生 
改变 ,但 突变 位 点 以 后 的 所 有 密码 子 都 发 生变 化 ,编码 
的 氨基 酸 出 现 错误 。 

遗传 距 高 (genetic distance): 通过 遗传 连锁 分 析 确 定 的 ， 
在 同 源 染 色 体 的 同一 遗传 位 点 上 存在 的 不 同等 位 基因 
在 产生 配子 的 减 数 分 裂 过 程 中 可 能 发 生 片段 互 换 ,从 
而 导致 子 代 出 现 两 个 遗传 位 点 等 位 基因 的 “重组 ”, 该 
重组 频率 与 这 两 个 位 点 之 间 的 距离 呈正 相关 。 于 是 ， 
科学 上 用 两 个 位 点 之 间 的 交换 或 重组 频率 来 表示 其 遗 
传 学 距离 。 

遗传 密码 (codon):mRNA 上 每 3 个 核 苷 酸 翻译 成 多 肽 链 
上 的 一 个 氨基 酸 ,这 3 个 核 芽 酸 就 称 为 一 个 密码 子 ( 三 
联 子 密码 )。 

遗传 图 (genetic map): 又 称 为 连锁 图 (linkage map), 是 指 
基因 或 DNA 标志 在 染色 体 上 的 相对 位 置 与 遗传 距离 。 

乙肝 病毒 (HBV): 是 嗜 肝 DNA 病毒 科 中 哺乳 动物 病毒 属 
的 一 员 。 完 整 的 乙 型 肝炎 病毒 颗粒 直径 为 42 nm, 又 
名 Dane 颗粒 ,具有 双 层 核 壳 结构 , 外壳 相当 于 包 膜 , 含 
有 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 .多 聚 人 血清 白 蛋白 受 体 和 
Pre-s 抗原 。 内 部 为 直径 28 nm 的 核心 颗粒 ,核心 颗粒 
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表面 含有 乙 型 肝炎 病毒 核心 抗原 (HBcAg) 和 乙 型 肝炎 
e 抗 原 (HBeAg), 栖 粒 内 部 有 乙 型 肝炎 病毒 的 DNA 和 
DNA 聚合 酶 。 

引发 酶 (primase): 是 依赖 于 DNA 的 RNA 聚合 酶 ,其 功能 
是 在 DNA 复制 过 程 中 合成 RNA 引物 。 

引发 体 (primosome):DNA 复制 过 程 中 引发 合成 每 个 冈 崎 
片段 时 所 需 的 多 蛋白 复合 物 ,包括 预 引发 蛋白 .具有 
ATP 酶 活性 的 蛋白 质 以 及 引物 酶 。 引 发 体 与 DNA 结 
合 后 由 引物 酶 合成 RNA 引物 并 合成 与 RNA 引物 相连 
接 的 冈 崎 片段 。 引 发 体 沿 不 连续 合成 的 DNA 链 移动 ， 
其 移动 的 方向 与 RNA 及 DNA 的 合成 方向 相反 。 引 发 
体 移 动 需要 来 自 ATP 水 解 的 能 量 。 

引物 (primer): 是 指 一 段 较 短 的 单 链 RNA 或 DNA, 它 能 
与 DNA 的 一 条 链 配对 提供 游离 的 3-OH 末端 以 作为 
DNA 聚合 酶 合成 脱氧 核 苷 酸 链 的 起 始点 。 

元 基因 组 学 (metagenomics): 以 取 自 环境 的 样本 里 所 有 的 
遗传 物质 或 特定 的 微生物 群落 为 研究 对 象 的 学 科 。 

原 病毒 : 反 转 录 病 毒 侵 入 宿主 细胞 后 ,首先 利用 自身 携带 
的 反 转 录 酶 合成 出 与 本 身 RNA 基因 组 互补 的 DNA， 
再 利用 宿主 细胞 的 DNA 聚合 酶 指导 合成 出 另 一 DNA 
链 , 以 双 链 DNA 形式 整合 到 宿主 细胞 基因 组 中 。 被 整 
合 的 反 转录 病毒 DNA 分 子 就 称 为 原 病 毒 。 

原 位 杂交 (in situ hybridization.JSH): 是 用 标记 的 核酸 探 
针 ,经 放射 自 显影 或 非 放射 检测 体系 ,在 组 织 .细胞 及 
染色 体 水 平 上 对 核酸 进行 定位 和 相对 定量 研究 的 一 种 
手段 。 通 常 分 为 RNA 原 位 杂交 和 染色 体 原 位 杂交 两 
大 类 。 
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载体 (vector): 能 将 外 源 DNA 或 基因 片段 携带 入 宿主 细 
胞 内 的 一 个 具有 自主 复制 能 力 的 DNA 分 子 。 

增强 子 (enhancer): 能 使 与 它 连锁 的 基因 转录 频率 明显 增 
加 的 DNA 序列 ,因为 它 也 能 强化 转录 的 起 始 ,又 称 强 
化 子 。 它 们 不 是 启动 子 的 一 部 分 。 

脂 质 体 : 脂 质 体 是 具有 双 层 膜 的 封闭 式 粒 子 ,它们 能 促进 
极 性 大 分 子 穿 透 细 胞 膜 。 根 据 脂 质 体 包 于 DNA 的 方 
式 不 同 可 将 脂 质 体 分 为 阳离子 脂 质 体 、 阴 离子 脂 质 体 、 
PH 敏感 脂 质 体 及 融合 脂 质 体 等 。 

指导 RNA (guide RNA): 原生 动物 及 植物 线粒体 中 进行 
RNA 编辑 所 需 的 RNA 序列 ,是 与 已 正确 编辑 的 RNA 
序列 互补 的 一 小 段 RNA, 被 用 来 作为 向 未 经 编辑 的 
RNA 中 插入 碱 基 的 模板 。 

中 心 法 则 (central dogma): 由 克 连 克 首 次 提出 的 遗传 信息 
传递 规律 ,该 法 则 阐明 了 DNA 复制 、RNA 转录 以 及 翻 


译 产生 蛋白 质 在 生命 过 程 中 的 核心 地 位 。 

转录 单位 (transcription unit): 是 一 段 可 被 RNA 聚合 酶 转 
录 成 一 条 连续 mRNA 链 的 DNA, 包 括 转 录 起 始 和 终 
止 信号 。 一 个 简单 的 转录 单位 只 的 带 合成 一 种 佛 白 
的 信息 ,复合 转录 单位 可 携带 不 止 一 种 蛋白 质 分 子 的 
信息 。 

转录 起 始 位 点 (transcription initiation site): 是 指 与 新 生 
RNA 链 第 一 个 核 苷 酸 相 对 应 DNA 链 上 的 碱 基 位 点 ， 
通常 为 哇 叭 。 常 把 起 点 前 , 即 5 末端 的 序列 称 为 上 
游 (upstream), 而 把 其 后 面 即 3' 末 端的 序列 称 为 下 游 
(downstream), 

转录 因子 (transcription factor,TF): 包括 转 录 激 活 因 于 
(transceriptional activator) 和 转录 阻 遇 因子 (transcriptional 
repreasor)。 这 类 调节 蛋白 能 识别 并 结合 转录 起 始 位 点 
的 上 游 序 列 或 远 端 增强 子 元 件 , 通 过 DNA -- 蛋白 质 相 
互 作用 而 调节 转录 活性 ,并 决定 不 同 基因 的 时 间 .空间 
特异 性 表达 。 

转录 组 (transcriptome): 广义 上 指 在 某 一 特定 生理 条 件 
或 环境 下 ,一 个 细胞 .组 织 或 者 生物 体 中 所 有 RNA 的 
总 和 ,包括 信使 RNA (mRNA), 核 糖 体 RNA (rRNA)、 
转运 RNA (tRNA) 及 非 编码 RNA (non-coding RNA 或 
sRNA); 狭 义 上 特 指 细胞 中 转录 出 来 的 所 有 mRNA 的 
总 和 。 
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转 座 、 移 位 (transposition): 遗 传 信 息 从 一 个 基因 夷 转移 至 
另 一 个 基因 座 的 现象 称 为 基因 转 座 , 是 由 可 移 位 因子 
(transposable element) 介 导 的 遗传 物质 重 排 。 

转 座 子 (transposon,Tn): 能 够 在 没有 序列 相关 性 的 情况 
下 独立 插 人 基因 组 新 位 点 上 的 一 段 DNA 序列 ,是 存在 
于 染色 体 DNA 上 可 自主 复制 和 位 移 的 基本 单位 。 参 
与 转 座 子 易 位 及 DNA 链 整 合 的 酶 称 为 转 座 酶 。 

自主 复制 序列 (autonomously replicating sequence,ARS): 
酵母 DNA 复制 的 起 点 ,长 约 150 bp, 包 括 数 个 复制 起 
始 必需 的 保守 区 。 不 同 ARS 的 共同 特征 是 有 一 个 被 
称 为 A 区 的 11 bp 的 保守 序列 。 

阻 遇 蛋白 (repressor): 是 指 转录 调控 系统 中 调节 基因 表达 
产物 丰 度 的 蛋白 质 ,其 作用 部 位 往往 是 操纵 子 的 操纵 
区 ,起 着 阻止 结构 基因 转录 的 作用 。 

组 蛋白 (histone): 是 保守 的 DNA 结合 蛋白 ,是 染色 体 的 
结构 蛋白 ,分 为 Hl、H,A、H;B、H, 及 H, 五 种 ,与 DNA 
共同 组 成 真 核 生 物 染 色 质 的 基本 单位 核 小 体 。 

组 蛋白 乙酸 转移 酶 (histone acetyltransferase, HAT): 是 催 
化 组 蛋白 乙酰 化 反应 的 酶 ,主要 有 两 类 :一 类 与 转录 
有 关 , 另 一 类 与 核 小 体 组 装 以 及 染色 质 的 结构 有 关 。 
HAT 并 不 是 染色 质 结合 蛋白 ,但 是 可 以 通过 与 其 他 和 蛋 
白 相互 作用 来 影响 染色 质 的 结构 。 
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四 5-32 典型 蛋白 一 级 和 二 级 质谱 鉴定 结果 

] 显 透 导 的 盘 白 点 (Spor 1) 回收 后 ,进行 胰 恒 外 酶 胶 内 梅 解 , 收 集 酶 解 上 必 段 。 一 级 质谱 将 蛋白 经 酶 解 后 的 肽 段 按照 质 荷 比 及 强度 进行 解析 ,天 
成 改 指 纹 图 谱 (PMP). 每 个 母 离子 峰 代 表 一 种 驮 段 .其 强度 代表 了 肽 段 多 少 。 二 级 质谱 是 挑选 一 级 质谱 中 有 代表 性 的 母 离子 蜂 以 诱导 碰 擅 解 离 
(CID) 方 式 打 碎 ,形成 肽 段 碎片 指纹 图 谱 (PFF)。 然 后 .结合 一 级 PMF 和 二 级 PFF 数据 ,进行 数据 库 搜 索 ,获得 具体 的 蛋白 质 鉴 定 信息 
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图 6-48 野生 型 拟 南 芥 中 ITONSpmp :OP 
合 基 因 的 表达 

格 A4rWOX5 的 启动 子 序 列 与 GFP 的 人 
构建 植物 转化 载体 ,通过 花 
野生 型 拟 南 章 。 在 WOX5 启 
GFP 基因 表达 ,指示 WOX5 蛋白 应 定 { 
分 生 组 织 (RAM) 的 静止 中 心 (QC)， 红 色 
用 Pi 对 细胞 壁 染 色 ; 绿 色 荧光 ;GFP 自发 炎 
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组 胞 中 的 定 奴 


蛋白 刺激 巨 崔 细 胞 15 min ,诱导 在 胞 质 
去 由。 绿色 荧光 :FITC 标记 NE-xB 分 子 ;站 
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Merge 


结核 杆菌 外 膜 恒 白 影响 恢 转录 因子 NF-xB 在 巨 鸣 


定位 的 NF-xB 分 子 转运 





; 蓝 色 荧光 :DAPI 标 





向 10-16 化 形态 建成 的 ABCFE 模型 





(a2) 野牛 者; (b)A 基因 突变 ;(c)B 基因 突变 ; (d)C 基因 灾变 ; (e)E 基因 突变 ; (f)355:: Pl;355 


358:SEP3;(h) ABCE 模型 
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(a) DNA 片 段 化 


循环 测序 





3"-..，GACTAGATACGAGCGTGA...-5′ 模板 


5'-... CTGAT 


Polymerase 
dNTPs 
标记 的 ddNTPs 


电泳 


.CTGATC 人 久 
.CTGATCT 局 
.CTGATCTA 
.CTGATCTAT 
.CTGATCTATG 局 
.CTGATCTATGC 身 
,CTGATCTATGCT 局 
.CTGATCTATGCTC 
.CTGATCTATGCTCG 


引物 


(1 read/capillary ) 


OPAOOAOO 
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生成 扩 增 子 阵 列 


循环 阵列 测序 
( >108 reads/array ) 
Cycle 1 Cycle 2 
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